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RESUMO

FERREIRA, Daniele de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2010. Streptococcus bovis isolado do rimen como aditivo para silagem de
capim-elefante. Orientador: Rogério de Paula Lana. Co-orientadores: Anderson
de Moura Zanine e Antonio Bento Mancio.

Este trabalho foi constituido de dois experimentos, conduzidos em area do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa. No primeiro
experimento, avaliou-se o desenvolvimento das popula¢cdes microbianas, perfil
fermentativo, perdas por gases e efluentes, recuperacdo da matéria seca e da
proteina bruta, composicdo bromatologica e digestibilidade in vitro da matéria seca
de silagens de capim-elefante inoculadas com bactérias acido lacticas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
seis repeticoes: Silagem de capim-elefante sem inoculante (controle); Silagem de
capim-elefante inoculado com 10° ufc/g de estirpes de Enterococcus faecium;
Silagem de capim-elefante inoculado com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus
bovis JB1; Silagem de capim-elefante inoculada com 10° ufc/g de estirpes de
Streptococcus bovis HC5;. Foram utilizados baldes experimentais com capacidade
de 15 L, dotados de véalvula de Bunsen, para escape dos gases, e com 3 kg de areia
adicionados no fundo para retencdo dos efluentes. Foi observado maior nimero de
populacdes de enterobactérias, fungos e leveduras nas silagem controle e nas
silagens de capim-elefante inoculadas com Enterococcus faecium, respectivamente
(P<0,05). As silagens inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5, além de
apresentarem a menores populacdes de enterobactérias, fungos e leveduras,
apresentaram maiores numeros (P<0,05) de bactérias lacticas, 10,03 e 9,97 log
ufc/g, respectivamente. Os valores de pH e N-amoniacal foram menores (P<0,05)
para a silagem inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5, respectivamente. As
silagens inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5 foram as que
apresentaram os maiores valores (P<0,05) de &cido latico, 6,78 e 6,62% MS,
respectivamente, e os menores valores de &cidos acético, butirico e propiénico. A
silagem inoculada com Streptococcus bovis apresentou maior teor (P<0,05) de
proteina bruta e maior recuperacdo de matéria seca e proteina bruta, além das
menores perdas por gases e efluentes (P<0,05). Diante de todos os parametros
estudados houve uma similaridade de respostas positivas entre o Streptococcus
bovis JB1 e o Streptococcus bovis HC5, ficando a escolha entre eles mais em
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funcao do custo de obtencdo. No segundo experimento, foram avaliados o consumo,
a digestibilidade aparente e a degradabilidade in situ dos nutrientes, em que 20
ovinos adultos, sem raca definida, castrados, foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos: Silagem de capim-
elefante sem inoculante (controle); Silagem de capim-elefante inoculado com
10° ufc/g de estirpes de Enterococcus faecium; Silagem de capim-elefante inoculado
com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis JB1; Silagem de capim-elefante
inoculada com 10° ufc/g de estirpes de Streptococcus bovis HC5 e cinco repeticées
por tratamento. Para ensilagem do capim-elefante, utilizaram-se sacos plasticos de
100 kg de capacidade de peso, com total de cinco sacos plasticos, perfazendo
500 kg de forragem verde por tratamento. O capim-elefante utilizado foi oriundo da
mesma capineira do primeiro experimento e teve o mesmo trato cultural. O periodo
de avaliacéo teve duracao de 21 dias, sendo 15 para adaptacao as dietas e seis para
as coletas. Foi observada diferenca (P<0,05) entre o consumo de matéria seca das
silagens avaliadas, sendo 0os maiores valores registrados nas silagens inoculadas. A
silagem sem inoculante apresentou o menor valor (P<0,05) de consumo de matéria
seca (1,43% PV ou 42,79 g/kg PV%™/dia), sendo a silagem inoculada com
Streptococcus bovis HC5 a que apresentou melhor consumo de matéria seca
(2,29% PV ou 56,10 g/kg®"/dia). Os menores valores de digestibilidade da matéria
seca ocorreram na silagem controle (42,79% MS) seguida pela silagem de capim
elefante inoculada com Streptococcus bovis JB1 e Enterococcus faecium,
respectivamente. Para a digestibilidade aparente da fibra em detergente neutro,
houve efeito dos inoculantes (P<0,05) com valores acima de cinco pontos
percentuais em relacdo a silagem controle. Para os demais nutrientes, ndo foi
observado efeito dos aditivos microbianos (P>0,05). Em relacdo a degradabilidade, a
fracdo solavel (a), principalmente nas silagens inoculadas com o Streptococcus
bovis JB1 e HC5, apresentou maiores valores, 30,77 e 29,97%, respectivamente,
para a matéria seca e 37,01 e 36,66% para a proteina bruta, respectivamente. A
inoculacdo bacteriana promove maiores consumo, digestibilidade aparente e
degradabilidade da matéria seca da silagem de capim-elefante, com destaque para

o Streptococcus bovis HC5.



ABSTRACT

FERREIRA, Daniele de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2010. Streptococcus bovis isolated from the ramen as an additive for silage,
elephant grass. Adviser: Rogério de Paula Lana. Co-Advisers: Anderson de
Moura Zanine and Antonio Bento Mancio.

This work consisted of two experiments and wos developed in a area of the
Animal Science Department, Federal University of Vicosa. The first experiment
evaluated the development of microbial populations, fermentation characteristics,
and gases effluent, recovery of dry matter and crude protein, the chemical
composition, the in vitro dry matter digestibility of elephant grass inoculated with
lactic acid bacteria. The experiment design was completely randomized with four
inoculant and six replications: Elephant grass silage without inoculant (control),
Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g of strains of Enterococcus faecium,
Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g strains of Streptococcus bovis JB1,
Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g of strains of Streptococcus bovis
HC5. A experimental silos used with a capacity of 15 L equipped with bunsen valve
for exhaust of the gases and 3 kg of sand added to the bottom to retain the effluent.
In the control silage and the silage inoculated with Enterococcus faecium,
respectively (P<0.05) showed higher numbers of populations of enterobacteria, fungi
and yeasts. The silages inoculated with Streptococcus bovis JB1 and HC5, besides
having the smallest populations of enterobacteria, fungi and yeasts showed higher
numbers (P<0.05) of lactic acid bacteria, 10.03 and 9.97 log ufc/g, respectively . The
pH and ammonia-N were lower (P<0.05) for silage inoculated with Streptococcus
bovis JB1 and HCS5, respectively. The silages inoculated with Streptococcus bovis
JB1 and HC5 showed the highest values (P<0.05) of lactic acid, 6.78 and 6.62% DM,
respectively, and the lowest values of acetic, propionic and butyric . The silage
inoculated with Streptococcus bovis showed a higher content (P<0.05) crude protein
and high recovery of dry matter and crude protein, and smallest losses of gases and
effluents (P<0.05). There was a similarity of positive responses among Streptococcus
bovis (JB1) and Streptococcus bovis (HC5), whereas the choice between them more
closely to the cost of disposal. In the second experiment, it was evaluated the intake
and digestibility and degradability of nutrients to achieve this, we used 20 adult
sheep, mixed breed animals, distributed in a completely randomized design with four



inoculants five replicates per treatment:. Elephant grass silage without inoculant
(control), Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g of strains of Enterococcus
faecium, Elephant grass silage inoculated with  10° ufc/g strains of Streptococcus
bovis JB1, Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g of strains of Streptococcus
bovis HC5. For ensiling of elephant grass, it used a 100 kg weight capacity plastic
bags, with a total of five bags, totaling 500 kg of green fodder per treatment. The
elephant grass was used come from the same Capineira the first experiment and had
the same cultural tract. The evaluation period lasted 21 days being 15 for diet
adaptation and six for the collections. There was statistical difference (P<0,05)
between the consumption of dry matter in silages, and the highest recorded values
was for the inoculated silages. Silage without inoculation had the lowest values
(P<0.05) of dry matter intake (1.43% PV or 42.79 g/kg BW°"/day) and silage
inoculated with Streptococcus bovis HC5 that showed better dry matter intake
(2.29% or 56.10g/kg BW°>/day). The lowest digestibility of dry matter occurred in the
control silage (42.79% DM) followed by elephant grass silage inoculated with
Enterococcus faecium and Streptococcus bovis JB1, respectively. For the apparent
digestibility of neutral detergent fiber, was no effect of inoculation (P<0.05) with
values greater than five percentage points compared to elephant grass silage without
inoculant. For the other nutrients there was no observed effect of microbial additives
(P>0.05). In relation to degradability, the soluble fraction (a), particularly in silages
inoculated with Streptococcus bovis JB1 and HC5 showed in higher values, 30.77
and 29.95%, respectively, dry matter and 37.01 and 36.66% for crude protein,
respectively. It was concluded that the bacterial inoculation promotes greater
consumption, apparent digestibility and dry matter degradability silage of elephant

grass, especially Streptococcus bovis HC5.
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INTRODUCAO GERAL

A alimentagdo de bovinos em confinamento no Brasil € baseada no
fornecimento de volumosos de boa qualidade. Entretanto a sazonalidade climéatica
afeta o rendimento e o valor nutritivo ao longo do ano, concentrando a producao
forrageira nas épocas de maiores indices pluviométricos e temperaturas mais
elevadas. Uma das formas de minimizar os efeitos da sazonalidade da producao
consiste na conservacao destas forragens quando € elevado o seu valor nutritivo.

O capim-elefante (Pennisetum purpureum, Schum) é considerado uma das
mais importantes forrageiras tropicais devido ao seu elevado potencial de producéo
de biomassa, facil adaptacdo aos diversos ecossistemas e boa aceitacdo pelos
animais, sendo largamente utilizado na alimentagédo de rebanhos sob as formas de
pastejo e principalmente como silagem, pelo seu alto teor de carboidratos soltveis
que favorecem uma boa fermentacao (Patrizi et al., 2004).

Durante o processo de ensilagem, a forragem verde colocada no silo sofre
transformacéo até a estabilizacdo completa da massa, adquirindo as caracteristicas
de silagem. O principal objetivo do processo de ensilagem é alcancar valores de pH
suficientes para inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis e a atividade do
catabolismo enzimatico da planta ensilada.

Para que uma forrageira seja conservada sob a forma de silagem é
necessario o predominio da fermentacdo lactica sob condicbes de anaerobiose.
Vérios sdo os fatores que podem interferir na qualidade da fermentacdo. Entre eles,
citam-se a presenca de bactérias homo e heterofermentativas, o teor de carboidratos
solaveis, os teores de matéria seca, a compactacao e a rapidez no fechamento do
silo (McDonald et al., 1991).

O que se espera de uma silagem de boa qualidade € que as bactérias lacticas
homofermentivas tornem-se dominantes o mais rapidamente e promovam, pelo
baixo pH e reduzido potencial de oxirreducao, inibicdo de enterobactérias, bactérias
dos géneros Listeria, Bacillus, Clostridium e das proprias bactérias lacticas
heterofermentativas. Segundo Muck (1996), um perfil de fermentacéo ideal é aquele
em que o maximo de acido lactico seja produzido, isto porque a fermentacao lactica
nao resulta em perdas pela formacédo de gases e metabdlitos secundarios.

Nessa realidade, a inoculacdo microbiana tem sido apontada como alternativa

para melhorar o perfil fermentativo e o valor nutricional de silagens de algumas



plantas forrageiras, embora os resultados encontrados sejam bastante variaveis
(Bolsen et al., 1992). A maioria dos inoculantes microbianos contém cepas de
bactérias lacticas homofermentativas, cuja finalidade é estimular rapidamente a
fermentacdo lactica, reduzir o pH e inibir a acdo das bactérias indesejaveis,
principalmente as proteoliticas (Filya et al., 2000).

A primeira condi¢do para que um inoculante resulte em melhorias no controle
de microrganismos indesejaveis e, consequentemente, no perfil fermentativo de
silagens diz respeito a quantidade de bactérias &cido laticas (BAL) epifiticas das
plantas a serem ensiladas. De acordo com Muck (1991), o inoculante deve fornecer
pelo menos 10% a mais de bactérias lacticas do que a quantidade presente na
forragem. Ohmomo et al. (2002), relataram que quantidades superiores a
10° unidades formadoras de coldnia (ufc)/g asseguram a predominancia de bactérias
lacticas durante o processo de ensilagem. Pereira et al. (2006) observaram maior
populacdo epifitica de bactérias lacticas em plantas de capim-elefante com
13 semanas de idade, quando comparadas com plantas mais jovens. Pahlow (1986),
revisando a literatura, verificaram que a maioria das plantas forrageiras no momento
da ensilagem, apresenta, uma populacao epifitica de bactérias lacticas em torno de
10%-10° ufc/g, enquanto o milho apresentava populacdes deste grupo microbiano em
torno de 10°-10" ufc/g.

Avaliando a flutuacdo nas populacbes de enterobactérias e bactérias
produtoras de acido lactico, em silagem de capim-elefante colhido na 10%, 11%, 12% e
13% semanas de rebrotagdo, Pereira et al. (2005) verificaram que as populacées de
enterobactérias atingiram valores proximos de 6 log UFC/g, para as trés maiores
idades de rebrotagdo. Todavia, ndo verificaram ocorréncia deste grupo microbiano
apos o sétimo dia de ensilagem, em nenhuma das silagens. Com relacdo a
populacdo de BAL, verificaram valores maximos de 6,23, 6,53, 6,84 e 6,82 log ufc/g
no sétimo dia pds-ensilagem, para as idades de rebrotacdo de 10, 11, 12 e 13
semanas, respectivamente.

Vale destacar que Zanine et al. (2007), trabalhando com diferentes partes do
capim-tanzania, observaram que as populacbes microbianas sdo variaveis em
funcdo das partes da planta, e 0 colmo € a parte que assegura o crescimento de
bactérias lacticas e inibicdo do crescimento de microrganismos indesejaveis durante

a ensilagem do capim-tanzania.



Em relacdo ao consumo de silagem de capim, este é geralmente menor que o
observado para o material in natura. Durante a fermentacdo da silagem, parte da
fracdo nitrogenada € degradada até peptideos, aminoacidos e amobnia, que sdo
fracOes soluveis, rapidamente degradadas no rumen com baixa eficiéncia de sintese
de proteina microbiana (Nussio et al., 2002). Os efeitos benéficos da inoculacao
microbiana sobre o consumo e digestibilidade de silagens ndo sao tdo evidentes
quanto os observados na fermentacao. Nao obstante, acredita-se que a melhoria do
padrdo de fermentacdo, com diminuicdo da protedlise, reduzida liberacdo de
aminoacidos e aminas, como consequéncia da diminuicdo da fermentacao butirica,
pode resultar em maior consumo e melhor desempenho dos animais.

Muck (1993), revisando estudos sobre inoculantes, publicados entre 1985 e
1992, relatou respostas positivas para consumo, ganho de peso, producao de leite e
eficiéncia alimentar em 25, 25, 40 e 45% dos estudos, respectivamente. Em
experimento com ovinos, Manno et al. (2002), utilizando silagens de capim-elefante
cv. Cameroon tratadas com trés inoculantes comerciais, verificaram que o consumo
médio das silagens inoculadas foi superior em 20% aquele da silagem controle, fato
este atribuido a uma maior aceitabilidade devido a boa conservacao das silagens
inoculadas.

Nesse contexto, o Streptococcus bovis é uma bactéria lactica isolada do
rimen, com caracteristicas que a possibilitam ser utilizada como inoculante para
silagem. A principal caracteristica diz respeito a de velocidade especifica de
crescimento desta espécie, 30% superior a de outras espécies de bactérias lacticas
utilizadas como inoculante para silagem, o que sugere que a mesma pode atuar
como cultura “starter” no processo fermentativo, promovendo uma rapida queda do
pH das silagens (Jones et al.,, 1992). Mantovani et al. (2002) relataram que a
possivel inibicdo de microrganismos proteoliticos devido ao abaixamento do pH, e
ou, consumo de amonia pelas estirpes de Streptococcus bovis, seria a principal
explicacdo para a adequada fermentacdo, que estaria relacionada com a reducao
das enterobactérias em decorréncia do desenvolvimento das bactérias lacticas.
Essa resposta foi confirmada por Oliveira et al. (2007), avaliando a inoculacdo de
estirpes de Streptococcus bovis JB1 e HC5, em silagem de capim-mombaca, e por
Zanine et al. (2009) em silagem de capim-tanzania inoculada com Streptococcus
bovis JB1 e HC5.



Destaca-se, ainda, que algumas linhagens de Streptococcus bovis também,
produzem bacteriocinas, que podem inibir o crescimento de microrganismos
patégenos (Mantovani et al., 2002). Estes autores verificaram que uma estirpe de
Streptococcus bovis, denominada de HC5, produz uma bacteriocina (bovicina HC5)
que inibe uma ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias do género
Clostridium, indesejaveis no processo de ensilagem por serem proteoliticos e
produzirem amonia. Desta forma, espera-se que a inoculagdo com Streptococcus
bovis reduza a producdo de amoénia na silagem e venha a melhorar o seu valor
nutritivo.

Segundo McDonald (1981), a diminuicdo das enterobactérias melhora a
qualidade da silagem, pois este grupo de bactérias fermenta agucares, formando
acido acético e gas carb6nico, aumentando as perdas de matéria seca da silagem.
Por conseguinte, o efeito esperado da inoculacdo microbiana é a diminuicdo das
perdas de nutrientes. Entretanto, o processo fermentativo promove solubilizacdo da
hemicelulose, diminuindo a fracdo de fibra em detergente neutro da silagem, além
de aumentar a digestibilidade da matéria seca, devido a abertura promovida na
parede celular das plantas. Outro efeito esperado é a reducéo da perda do contetdo
protéico da silagem, como consequéncia da inibicdo da protedlise promovida por
bactérias do género Clostridium e por enterobactérias (Muck,1996).

Com base no exposto, 0os Enterococcus, bactérias acido lacticas, tém sido
usados amplamente, tanto na pesquisa, quanto na composicdo de inoculantes
comerciais, como forma de maximizar o processo de producéo de silagem, levando
a uma melhoria nos indices de produtividade animal (Meeske & Basson, 1998;
Meeske et al., 1999; Silva, 2001; Rocha, 2003; Coan et al., 2005; Santos et al.,
2006), sendo, portanto, um bom indicador a se comparar com o Streptococcus bovis.

Face as consideracdes acima, conduziu-se o trabalho, envolvendo dois
experimentos, objetivando-se quantificar a populagdo de bactérias acido lacticas;
avaliar o perfil fermentativo, as perdas por gases e efluentes, a recuperagcédo de
nutrientes e a composi¢cao bromatoldgica de silagens de capim-elefante. Objetivou-
se, ainda avaliar degradabilidade dos nutrientes, o consumo e a digestibilidade
aparente dos nutrientes em ovinos alimentados com dietas contendo silagens de

capim-elefante tratadas com inoculantes microbianos.
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CAPITULO 1

Populacdes microbianas, perfil fermentativo, composi¢cdo bromatologica,
perdas por gases e efluentes em silagens inoculadas com Streptococcus

bovis isolado do rumen bovino

RESUMO - Objetivou-se quantificar as populagcdes microbianas e avaliar o perfil
fermentativo, composicdo bromatoldgica e perdas por gases e efluentes em silagens
de capim-elefante inoculadas com aditivos microbianos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro inoculantes e seis repeti¢cdes:
Silagem de capim-elefante sem inoculante (controle); Silagem de capim-elefante
inoculado com 10° ufc/g de estirpes de Enterococcus faecium; Silagem de capim-
elefante inoculado com 10° ufc/g de estirpes de Streptococcus bovis JB1; Silagem
de capim-elefante inoculada com 10° ufc/g de estirpes de Streptococcus bovis HC5
com seis repeticbes por tratamento. Foram utilizados baldes experimentais com
capacidade de 15 litros, dotados de valvula de bunsen, para escape dos gases e
com 3 kg de areia adicionados no fundo para retencéo dos efluentes. Foi observado
maior numeros de popula¢cdes de enterobactérias, fungos e leveduras nas silagens
controle e nas silagens de capim-elefante inoculadas com Enterococcus faecium
(P<0,05). As silagens inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5, além de
apresentarem as menores populacdes de enterobactérias, fungos e leveduras,
apresentaram maiores numeros de bactérias lacticas (P<0,05), 10,03 e 9,97 log
ufc/g, respectivamente. Os valores de pH e N-amoniacal foram menores para as
silagens com Streptococcus bovis JB1 e HC5, respectivamente (P<0,05). As
silagens inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5 foram as que
apresentaram 0s maiores valores de &cido lactico, 6,78 e 6,62% MS,
respectivamente (P<0,05), e os menores valores de &acidos acético, butirico e
propidnico. A inoculacdo com Streptococcus bovis resultou em maior teor de
proteina bruta na silagem (P<0,05) e maior recuperacdo de matéria seca e de
proteina bruta, além das menores perdas por gases e efluentes (P<0,05). Para os
demais parametros bromatolégicos, ndo houve diferencas (P>0,05). Pode-se

concluir que, diante de todas as variaveis estudadas, houve similaridade de



respostas positivas entre o Streptococcus bovis JB1 e o Streptococcus bovis HC5,

ficando a escolha entre eles em funcédo do custo de obtencéo.

Palavras-chave: acidos graxos volateis, capim-elefante, conservacéao,

microrganismos
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Microbial populations, fermentation profile, chemical composition, gas and
effluent losses in silages inoculated with Streptococcus bovis isolated from

bovine rumen

Abstract — The objective was to quantify the microbial populations and to evaluate
the fermentation characteristics, chemical composition, loss of gases and effluents in
elephante grass silages inoculated with microbial additives. The experiment was a
completely randomized design with four treatments and six replications: Elephant
grass silage without inoculant (control), Elephant grass silage inoculated with 10°
ufc/g of strains of Enterococcus faecium, Elephant grass silage inoculated with  10°
ufc/g strains of Streptococcus bovis JB1, Elephant grass silage inoculated with 10°
ufc/g of strains of Streptococcus bovis HC5 strains with six replicates per treatment.
We used experimental silos with a capacity of 15 liters equipped with bunsen valve to
exhaust gases and 3 kg of sand added to the bottom to retain the effluent. Higher
numbers of populations of enterobacteria, fungi and yeasts were found in and the
silage of elephant grass inoculated or not with Enterococcus faecium (P <0,05). The
silages inoculated with Streptococcus bovis JB1 and HC5, besides having the
smallest populations of enterobacteria, fungi and yeasts showed higher numbers of
lactic acid bacteria (P<0,05), 10.03 and 9.97 log UFC/g, respectively. The pH and
ammonia-N were lower for treatments with Streptococcus bovis JB1 and HCS5,
respectively (P<0.05). The silages inoculated with Streptococcus bovis JB1 and HC5
showed the highest values of lactic acid, 6.78 and 6.62% DM, respectively (P<0.05),
and the lower values of acetic, propionic and butyric acios. The inoculation with
Streptococcus bovis resulted in higher protein content in the silage (P<0.05) and
higher recovery of dry matter and crude protein, together with the smallest losses of
gases and effluents (P<0.05). For the other chemical parameters there was no
statistical differences (P>0,05). It can be concluded considering all the variables that
there was a similarity of positive responses among Streptococcus bovis (JB1) and
Streptococcus bovis (HC5), whereas the choice between them as a funcition of the

cost.

Keywords: Volatile fatty acids, elephant grass, conservation, microorganisms
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1. Introducéo

O capim-elefante € uma forrageira com excelente potencial de producdo de
matéria seca por éarea cultivada, com quantidades razoaveis de -carboidratos
soluveis. Apesar disso, o teor de umidade elevado, na fase em que € 6timo o seu
valor nutritivo, representa um obstaculo para o seu aproveitamento na forma de
silagem, pois resulta em fermentacdes indesejaveis, com consideraveis perdas de
nutrientes (Zanine et al. 2007).

Para que as forrageiras sejam conservadas sob a forma de silagem é
necessario o predominio da fermentacdo lactica sob condi¢cbes de anaerobiose e
varios sdo os fatores que podem interferir na qualidade da fermentacéo. Entre eles
citam-se a presenca de bactérias homo e heterofermentativas, o teor de carboidratos
solaveis, o teor de matéria seca, a compactacao e a rapidez no fechamento do silo.

Uma vez estabelecida a anaerobiose, a fermentacgao inicia-se com a acao das
bactérias que utilizam os carboidratos soluveis, produzindo quantidades variaveis de
acidos organicos como acético, propionico, butirico e lactico (Mcdonald &
Whittenbury, 1973; Wilkinson et al., 1983; Van Soest, 1994). Simultaneamente,
outras bactérias proteoliticas, principalmente as clostridicas, podem atuar sobre as
proteinas da forragem, transformando-as em nitrogénio amoniacal (N—NH3),
reduzindo o valor nutritivo da forragem (Vilela, 1998). A acdo de certas bactérias,
como Streptococcus bovis, favorece a producéo de &cido latico, um produto de alta e
constante dissociacdo ibnica e, consequentemente, a rapida reducdo do pH e a
inibicdo das bactérias patdgenas (grupo coliforme e Clostridium). Portanto, sendo
estabelecida a fermentacdo lactica, ha diminuicdo das perdas de matéria seca e
proteina bruta, produzindo silagem com valor nutritivo e digestibilidade mais
elevadas.

A populacao bacteriana da silagem pode ser aumentada por meio da adicéo
de inoculantes a base de bactérias lacticas e homofermentativas, objetivando
formacao de acido lactico. De acordo com Van Soest (1994), os aditivos tém duas
principais vantagens na silagem: influenciar a fermentagdo, favorecendo a
preservacao, e alterar a composicao, melhorando o valor nutritivo.

A populacdo microbiana da cultura forrageira antes da ensilagem é
completamente diferente daquela encontrada durante o processo de fermentag&o ou

na silagem, tanto em numero, como em taxonomicamente. A microbiota total em

12



forragens frescas, antes da ensilagem, tem variado numa faixa entre 10° e 10°
unidades formadoras de col6nias (ufc)/g de forragem (Pahlow et al., 2003).

Nessa realidade, o Streptococcus bovis é uma bactéria lactica isolada do
rimen, com caracteristicas que a possibilitam ser utilizada como inoculante para
silagem (Oliveira et al., 2007 e Zanine et al., 2009). A principal caracteristica diz
respeito a velocidade especifica de crescimento dessa espécie, 30% superior ao das
espécies de bactérias lacticas utilizadas como inoculante para silagem, o que sugere
que a mesma pode atuar como cultura iniciadora do processo fermentativo,
promovendo rapida queda do pH das silagens (Jones et al., 1991). A aceleracdo da
queda do pH pode favorecer o crescimento das bactérias lacticas, em detrimento
das enterobactérias, condicdo necessaria para que o0 processo fermentativo ocorra
com minimas perdas e fermentacao indesejavel.

Por isso, grande variedade de aditivos tem sido recomendada, com o intuito
de se garantir melhor qualidade das silagens. Entretanto, deve-se considerar a
eficacia e viabilidade do aditivo. Atualmente, os aditivos biologicos, inoculantes
bacterianos, sdo compostos por bactérias &cido-lacticas, adicionados ou ndo de
enzimas (celulases, amilases e hemicelulases). Estes aditivos foram classificados
por Vilela (1998) como sendo estimulantes da fermentacdo e nao-nutritivos. O
principio bésico de atuagdo destes produtos consiste no aumento da disponibilidade
de aclcares simples, via complexo enzimatico, para que as bactérias tenham
acesso a esses acucares, incrementando, dessa forma, a producédo de acido latico e
promovendo a queda brusca do pH (Lavezzo, 1993).

Deste modo, objetivou-se com este trabalho quantificar as populacdes
microbianas, o perfil fermentativo, composi¢cdo bromatolédgica e as perdas por gases
e efluentes de silagens de capim-elefante inoculadas com Streptococcus bovis

isolado do rimen bovino.
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2. Material e Métodos

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, localizada no municipio de Vigcosa-MG. A cidade de Vigcosa esta
situada a 20° e 45’ de latitude sul, 42° e 51’ de longitude oeste e 657 m de altitude,
apresentando precipitagdo média anual de 1341 mm, dos quais cerca de 86% ocorrem
nos meses de outubro a abril. Foi utilizada uma capineira de capim-elefante, ja
implantada de aproximadamente 0,5 ha. Apos o corte de uniformizacgao, foi realizada
adubacao de 50 kg/ha de nitrogénio e potassio na forma de sulfato de amonia e cloreto
de potassio, respectivamente. A colheita e ensilagem do capim foram realizadas 65
dias apos o corte de uniformizagéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos: Silagem de capim-elefante; Silagem de capim-elefante inoculado com
10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis JB1; Silagem de capim-elefante
inoculada com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis HC5; e silagem de
capim-elefante inoculado com 10° UFC/g de estirpes de Enterococcus faecium, com
seis repeticbes por tratamento.

O capim foi cortado com auxilio de um facéo e, em seguida, picado em maquina
forrageira estacionaria. Em seguida, procedeu-se a ensilagem em baldes
experimentais, com capacidade de 15 litros, dotados de valvula de Bunsen, para
escape dos gases. No fundo dos baldes foram colocados 3 kg de areia para captura
dos efluentes, separados da forragem por um tecido de algoddo. A compactacdo do
material foi realizada manualmente, colocando-se aproximadamente 9 kg de forragem
fresca por silo. Os silos foram abertos 60 dias ap6s o fechamento.

No preparo dos inoculantes, as culturas foram crescidas em meio MRS (De
Man, Rogosa and Sharpe) e submetidas a trés ativacdes sucessivas, previamente o
dia da ensilagem. Posteriormente foram cultivados em meio solido MRS, para
contagem das populagbes microbianas (Santos, 2007). Com base no resultado da
concentracdo bacteriana de cada inoculante, determinou-se a diluicAo necessaria
para cada inoculante, de modo a atingir 10° ufc/g de forragem fresca, baseadas em
contagem prévia em meio Agar MRS. Antes da ensilagem, as culturas foram
novamente ativadas e diluidas em agua destilada no momento da ensilagem, de

modo a atingir as concentracdes pre-estabelecidas.
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2.1. Populagbes microbianas e perfil fermentativo

As populagdes microbianas foram avaliadas utilizando-se meios de cultura
seletivos para cada grupo microbiano: Agar Rogosa (Difco) para enumeracao das
bactérias lacticas (BAL); Violet Red Bile (Difco) para enumeracado de enterobactérias
(ENT) e Batata Dextrose Agar para a contagem de mofos e leveduras (Fel).

O procedimento de enumeracgédo dos grupos microbianos consistiu da coleta
de 10 g de uma amostra composta das silagens provenientes dos seis silos de cada
tratamento, as quais foram adicionados 90 mL de solucdo tampéo fosfato, e batido
em liquidificador industrial durante um minuto (Santos, 2007), obtendo-se a diluicao
de 10", Em seguida, diluicbes sucessivas foram realizadas, objetivando-se obter
diluicdes variando de 10" a 10°. Foram consideradas passiveis de contagem as
placas com valores entre 30 e 300 unidades formadoras de col6nia (UFC).

Na abertura dos silos, foram coletadas subamostras de aproximadamente
25 g para andlise de pH, as quais foram adicionados 100 mL de agua e, apés
repouso por duas horas, foi efetuada a leitura do pH, utlizando-se um
potencidbmetro. Em outra subamostra de 25 g, foram adicionados 200 mL de uma
solucdo de H,SO,4, 0,2 N, permanecendo em repouso por 48 horas para, em
seguida, efetuar-se a filtragem em filtro tipo Whatman 54. Este filtrado foi
armazenado em geladeira para posterior analise de N-amoniacal (Bolsen et al.,
1992).

Para determinacdo dos acidos organicos, aproximadamente 25 g de silagem
fresca foram diluidas em 250 mL de &gua destilada e homogeneizadas em
liquidificador industrial durante um minuto. O extrato aquoso resultante foi filtrado em
filtro de papel, e 100 mL foram acidificados com H,SO, 50% e, posteriormente,
fitradas em papel de filtragem réapida (Kung Jr. e Ranjit., 2001). Em 2 mL deste
filtrado foram adicionados 1 mL de solucdo de acido metafosforico 20% e 0,2 mL de
solucdo de &cido fénico 1%, utilizado como padrédo interno. A determinacdo dos
acidos lactico, acético, butirico e propiénico foi realizada por cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC), marca Schimadzu SPD-10, com comprimento de onda de
210 nm. Usou-se uma coluna C-18, de fase reversa, com pressao de 168 kgf e fluxo
de 1,5 mL/minuto.
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2.2. Composicdo bromatolégica

Para avaliacdo da composicdo bromatoldgica, foram colhidas amostras do
material fresco, antes da ensilagem, e ap0s a abertura dos silos. Estas amostras
foram submetidas a pré-secagem por 72 horas, em estufa de ventilacdo forcada a
65°C e, em seguida, foram moidas em moinho tipo Willey. Foram determinados os
teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM) e a
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), segundo metodologia descrita por
Silva & Queiroz (2002).

2.3. Perdas por gases e efluentes

As perdas de matéria seca nas silagens sob as formas de gases e efluentes
foram quantificadas por diferenca de peso. Pela equacg&o abaixo, foram obtidas as
perdas por gases. Esta equacdo baseia-se na diferenca de peso da massa de
forragem seca.

G (% MS) = [(Pbchf - Pbcha)/(MVfi x MSfe)] x 100, em que:

G (% MS): Perdas por gases;

Pbchf: Peso do balde cheio (kg) no fechamento do silo;

Pbcha: Peso do balde cheio (kg) na abertura;

MVfi. Massa verde (kg) de forragem ensilada;

MSfe: Matéria seca (%/100) da forragem ensilada.

As perdas por efluente foram calculadas pela equagcao abaixo, baseadas na
diferenca de peso da areia colocada no fundo do balde por ocasido do fechamento e

abertura dos silos experimentais.

E [(kg/ton MV) ={[(Pbvaa - Tb) - (Pba - Th)]/MVfi} x 100, onde:

E [(kg/ton MV): Perdas por efluente;

Pbvaa: Peso do balde vazio com areia (kg) no fechamento do silo;

Th: Tara do balde;

Pba: Peso do balde com areia (kg) antes da colocacédo da forragem a ser
ensilada;

MVfi: Massa verde de forragem (kg) ensilada.
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2.4. Recuperacdo da matéria seca e da proteina bruta

A recuperacdo da matéria seca e da proteina bruta foi estimada através das

equacdes abaixo:

A recuperacdo da matéria seca:

RMS(%) = [ (MVfo x MSfo) /(MSi x MSsi)] x 100, em que:
RMS(%): Recuperacdo de matéria seca em porcentagem;

MVfo: Massa verde de forragem (kg) no momento da ensilagem;
MSfo: Matéria seca da forragem (%) no momento da ensilagem;
MSi: Massa da silagem (kg) na abertura dos silos;

MSsi: Matéria seca da silagem (%) na abertura dos silos.

A recuperacéo da proteina bruta:

RPB = (MFa x MSa x PBa)/(MFf x MSf x PBf) x 100, em que:
RPB: taxa de recuperacédo da proteina bruta (%);

MFa: massa de forragem na abertura (kg);

MSa: teor de matéria seca da forragem na abertura (%);
PBa: teor de proteina bruta na abertura (%MS).

MFf: massa de forragem no fechamento (kg);

MSf: teor de matéria seca da forragem no fechamento (%);

PBf: teor de proteina bruta no fechamento (% MS).
2.5. Andlises dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e os valores
médios dos tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia, utilizando-se o programa SAEG, versdo 8.0 (Universidade Federal de
Vicosa, 1999).
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3. Resultados e Discusséao
3.1. Populagbes microbianas

Como pode ser observado (Tabela 1), o numero de bactérias acido lacticas
(BAL) é baixo, assim como citado por Pahlow (1986), que observou valores

préximos a 10° ufc/g de forragens frescas de bactérias lacticas.

Tabela 1- Numero de bactérias (log ufc/g) &cido laticas (BAL), enterobactérias (ENT)
e fungos e leveduras (FelL) da silagem de capim-elefante, sem
inoculacdo controle e inoculado com Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis
HC5), antes da ensilagem.

Inoculante BAL ENT FelL
Controle 5,02 6,02 5,22
Enterococcus faecium 4,98 5,86 5,04
Streptococcus bovis JB1 5,18 5,77 4,98
Streptococcus bovis HC5 5,09 6,05 4,87

Em geral, os microrganismos indesejaveis sdo as enterobactérias, fungos e
leveduras (Fel), cujas atividades séo prejudiciais durante o processo de ensilagem
porgue competem com as bactérias lacticas na fermentacédo do acucar (Lindgren et
al., 1984; Pahlow, 1991), e como observado (Tabela 1), se fazem presentes em
guantidades significativas na planta, antes mesmo do processo de ensilagem.

Diante deste fato, o uso de inoculantes no processo de ensilagem inclui a
adicdo de bactérias homofermentativas produtoras de &cido lactico, visando
aumentar o numero de bactérias desejaveis ao processo de fermentacao,
aumentando a disponibilidade de carboidratos solUveis as bactérias e melhorando a
qualidade da silagem.

Diferencas nas quantidades das populacdes de microrganismos refletiram em
diferencas de contagens nas silagens (Tabela 2). Observa-se que foi verificado
maior (P<0,05) niumero de populacdes de ENT, FeL na silagem testemunha e nas
silagens de capim-elefante inoculadas com Enterococcus faecium, respectivamente.
Por outro lado, as silagens inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5

apresentaram maior namero de BAL, 10,03 e 9,97 log ufc/g, respectivamente
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Tabela 2. Numero de bactérias (log ufc/g) acido lacticas (BAL), enterobactérias
(ENT) e fungos e leveduras (Fel) das silagens de capim-elefante, sem
inoculantes (controle) e inoculado com Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis HC5)

Inoculantes BAL ENT FeL
Controle 8,45b 5,75a 4,98a
Enterococcus 9,01ba 3,65b 3,45b
Streptococcus bovis JB1 10,03a 1,23c 2,77c
Streptococcus bovis HC5 9,97a 2,67d 2,57c
CV (%) 4,76 3,67 4,02

Médias seguidas de mesma letra minascula nas colunas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

E interessante ressaltar que as flutuacdes das populagdes microbianas
acompanham o comportamento da variacdo dos valores de pH, sendo observado
aumento da populacdo de BAL e diminuicdo das populagbes de ENT, com
consequente reducao do pH das silagens. Resultados préximos dos quantificados no
presente experimento foram relatados por Zanine et al. (2007a), avaliando a
presenca de populacbes de BAL, ENT e presenca FeL em diferentes partes
morfolégicas do capim-tanzania apds a ensilagem, os quais reportaram valores na

planta inteira de 7,50, 3,43 e 6,60 log ufc/g, respectivamente.

3.2. Perfil fermentativo

Os menores valores de pH (P<0,05) foram observados nas silagens inoculada
com Streptococcus bovis JB1 e HC5, (Tabela 3). Estes resultados sdo devido ao
maior crescimento de bactérias lacticas nesses tratamentos, tendo em vista que a
producédo de acido lactico é a principal responsavel pela reducdo do pH de silagens
(Muck, 1996), ja que a reducéo do pH reflete uma rapida fermentacéo acido lactica,
garantindo a qualidade da silagem.

Estes resultados podem explicar os menores valores de pH observados nas
silagens de Streptococcus bovis JB1 e HC5, que foram 3,83 e 3,96, respectivamente
(Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios de pH, N-NH3 e acidos latico, acético, butirico e
propidbnico das silagens de capim-elefante sem inoculante (controle),
Enterococcus (Enterococcus faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e
HCS5 (Streptococcus bovis HCb).

Inoculante pH N-NH; Acido  Acido  Acido Acido
(mg/dL) latico acético  butirico propibnico

(%MS) (%MS) (%MS) (% MS)

Controle 4,0l1b 10,09b 5,584c 0,534a 0,029a 0,351a

Enterococcus 4,21a 10,82a 6,491b 0,398b 0,027b 0,270b
Streptococcus bovis JB1  3,83d  9,61d 6,783a 0,338c 0,022c 0,240b
Streptococcus bovis HC5  3,96¢c  9,84c 6,619a 0,378d 0,023c 0,175c¢
CV (%) 1,53 2,01 7,12 10,12 7,89 8,97

Médias seguidas de mesma letra minUscula nas colunas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Em um experimento, avaliando a silagem de capim-mombaca inoculada com
Streptococcus bovis em tempos distintos de abertura dos silos, Oliveira et al. (2007)
relataram reducdo do valor de pH favorecendo o processo fermentativo. Tendo por
base um protocolo experimental parecido com o presente, Zanine et al. (2008)
estudando a silagem de capim-elefante com inoculante a base de Streptococcus
bovis JB1 e HC5, também observaram reducdo do valor de pH, assim como no
presente experimento.

Para os valores de nitrogénio amoniacal (N-NHs), foram observados, nas
silagens com inoculante a base de Streptococcus bovis JB1 e Streptococcus bovis
HC5, os menores valores, 9,61 e 9,84 mg/dL, respectivamente (P<0,05). Essa queda
pode ter ocorrido provavelmente devido ao consumo de amdnia, caracteristica da
espécie Streptococcus bovis, como descrito por Jones et al. (1991), ou por inibi¢cdo
de microrganismos proteoliticos. Oliveira et al. (2007) observaram, em silagens de
capim-mombaca, com aberturas de 1, 14 e 28 dias, que as silagens inoculadas
apresentaram menores concentracfes de aménia, sendo o menor valor oriundo da
silagem inoculada com Streptococcus bovis JB1, assim como descrito no presente
experimento. Resultados superiores foram observados por Zanine et al. (2007b) em
silagem de capim-elefante inoculada com Lactobacillus plantarum, com maior
concentracdo de N-NH3 no controle (16,33%), sendo a maior reducao registrada na
silagem com inoculante (12,44%). Da mesma forma, Zanine et al. (2008) registraram
os menores valores de N-NH3, nas silagens de capim-elefante, para as silagens
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inoculada com Streptococcus bovis JB1 e HC5, resultados semelhantes aos do
presente experimento.

Muck & Kung Jr. (1997), em artigo de revisdo sobre estudos envolvendo
inoculantes microbianos, publicados entre 1990 e 1995, destacaram que O0s
inoculantes foram relativamente bem sucedidos em 60% dos estudos, resultando em
menores pH e N-NH3; e predominéncia de acido lactico e, portanto, em melhor perfil
fermentativo das silagens. De forma similar, Meeske et al. (1999) avaliando os
efeitos da aplicacao de inoculante a base de Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecium e Pediococcus acidicilactici, em silagem de Digitaria eriantha, verificaram
reducao dos valores de pH e N-NH3, bem como aumento do teor de acido lactico,
como conseqUéncia de um maior desenvolvimento de bactérias produtoras de acido
lactico.

Desta forma, os menores valores de pH e N-NH3 nas silagens indicam uma
melhor fermentacdo, provavelmente devido aos maiores teores de MS e
carboidratos soluveis, que promoveram maior producao de &cido lactico (Tabela 3).

A inoculagdo na silagem de capim-elefante aumentou os teores de &acido
lactico e diminuiu os teores de acidos acético, butirico e propidnico (Tabela 3), sendo
que as silagens inoculada com Streptococcus bovis JB1 e HC5 foram os que
apresentaram os maiores valores (P<0,05) de &cido lactico, 6,78 e 6,62 % MS,
respectivamente. Menores valores (P<0,05) de acidos acético, butirico e propidnico
também foram observados nessas silagens. De acordo com Santos et al. (2008), a
maior producdo de acido lactico pode levar a menores perdas de MS em silagens,
considerando-se que a fermentacdo lactica resulta em minimas perdas, ao passo
que as fermentacBes acética e butirica estdo associadas a fermentacbes
secundarias e perdas de MS na forma de gases.

Meeske et al. (1999), avaliando os efeitos da inoculacdo com inoculante a
base de bactérias lacticas homofermentativas, observaram que a inoculagédo
resultou em aumento da producdo de &cido lactico. De forma similar, Castro et al.
(2001), ao estudarem silagem de Tifton 85 (Cynodon sp.), observaram maior queda
de pH em consequéncia do aumento de acido lactico proveniente de bactérias
lacticas, para as silagens que receberam aditivo enzimo-microbiano. Entretanto,
Bolsen et al. (1992), usando inoculantes bacterianos e enzimaticos, relataram que o
tratamento ndo afetou a contagem microbiana durante o periodo de ensilagem, mas

aumentou a sua eficiéncia de fermentacdo (maior porcentagem de &cido lactico e
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menores pH e teores de acido acético, etanol e aménia) em silagem de alfafa.
Verificaram ainda que, em silagem de milho, o uso do inoculante ndo apresentou
efeito na contagem de microrganismos e nas caracteristicas de fermentacao,
durante o periodo de ensilagem.

Em experimento com capim-elefante inoculado com Streptococcus bovis JB1
e HC5, com e sem farelo de trigo, Zanine et al. (2009) observaram que a inoculacao
aumentou o teor de acido lactico e diminuiu os teores de &cidos acético, butirico e
propidnico, sendo os com Streptococcus bovis JB1 e HC5 com farelo de trigo, os
que apresentaram 0s maiores valores de acido latico, 6,97 e 6,88% MS,
respectivamente, sendo os menores valores de acidos acético, butirico e propiénico
também foram observados nessas silagens. Assim como no presente experimento, o
Streptococcus bovis foi eficiente no processo fermentativo, potencializado com a

adicao de farelo de trigo.

3.3. Composicdo bromatoldgica e digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS)

Os valores médios da composicdo bromatolégica e da DIVMS antes da
ensilagem (Tabela 4), sdo préximos aos observados por Santos et al (2006) e
Zanine et al (2007b).

Tabela 4. Teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral
(MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM) e digestibilidade in vitro da

matéria seca (DIVMS) do capim-elefante antes de ensilar

Silagem MS MO MM PB FDN FDA HEM DIVMS
% %MS %MS % MS %MS %MS % MS % MS

Capim-elefante 19,8 90,09 9,91 11,32 73,01 44,25 28,76 52,53

A inoculacdo com ambas estirpes de Streptococcus bovis resultaram em
maiores teores de MS nas silagens em relacdo ao sem inoculante (controle),
(P<0,05: Tabela 5), fato que pode estar associado com a manutencdo de uma
fermentacdo homofermentativa, na qual menores sdo as perdas de MS. Maior

manutencao do teor de MS, como resultado da aplicacdo de inoculante microbiano,
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também foi observado por Penteado et al. (2006) e Santos et al. (2008). Da mesma
forma, Patrizzi et al. (2005) observaram maior percentual de MS (29,94%) com o uso
do aditivo biologico constituido de Lactobacillus plantarum e Pediococcus em

relacdo a silagem sem inoculante (24%) de capim-elefante.

Tabela 5. Teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN), fibora em detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM) e
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) das silagens de capim-
elefante sem inoculante (controle), Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis

HC5)
Inoculante MS PB FDN FDA HEM DIVMS
% % MS % MS % MS % MS % MS
Controle 17,66b 8,98c 74,87a 49,14a 25,73a 64,58a
Enterococcus 18,82a 9,54bc 75,42a 50,22a 25,20a 65,57a
Streptococcus bovis JB1 18,78a 10,07ba 74,53a 49,62a 24 91a 67,80a
Streptococcus bovis HC5 18,88a 10,54a 75,42a 48,68a 26,74a 65,94a

CV (%) 3,47 5,13 2,11 3,90 5,22 7,29

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey .

Oliveira et al. (2007) constataram que a inoculagcdo com ambas estirpes de
Streptococcus bovis resultou em maior recuperacdo de MS das silagens, com
valores de 20,28, 21,42 e 21,46% para os tratamentos controle, inoculado com
Streptococcus bovis HC5 e inoculado com Streptococcus bovis JB1,
respectivamente. Segundo Muck (1996) a predominancia de bactérias lacticas
homofermentativas em silagens resulta em minimas perdas de MS, devido ao fato
destas bactérias transformarem aclUcares em &cido lactico, sem producdo de
metabolitos secundarios ou gases.

Para os valores de PB, os maiores teores (P<0,05) foram verificados nas
silagens inoculadas com Streptococcus bovis HC5 e JB1, seguidas da silagem com
Enterococcus faecium e da silagem sem inoculante. A silagem com Streptococcus
bovis HC5 proporcionou aumento de aproximadamente dois pontos percentuais nos
teores de PB em relacdo a silagem controle, o que pode ser consequéncia da
espécie Streptococcus bovis HC5, por liberar bacteriocina (bovicina HC5), no meio
inibindo o crescimento de bactérias proteoliticas, como as enterobactérias ou

clostridios, diminuindo assim as perdas de nitrogénio protéico das silagens
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inoculadas (Muck, 1996). Outro fato que pode explicar os maiores teores de PB na
silagem inoculada com as estirpes de Streptococcus bovis HC5 e JB1, é a
capacidade comum de todas as estirpes de Streptococcus bovis de sintetizar
proteina a partir de amonia (Mantovani et al., 2002). Desta forma, Oliveira et al.
(2007), trabalhando com estirpes de Streptococcus bovis HC5 e JB1, observaram
maiores teores de PB na silagem de capim-mombaca.

Cheng et al. (2001) observaram aumento significativo da PB de silagens de
capim-elefante cv. Napier, com o uso de aditivo enzimatico, enquanto Clavero (2001)
e Grise et al. (2001) ndo obtiveram o mesmo efeito sobre a PB com o uso de dois
inoculantes microbianos, em capim-elefante cv Mott e em cultivares de milheto,
respectivamente, ao usarem bactérias acido lacticas. Da mesma forma, Kung et al.
(1993), Morais e Boin (1996) e Daenicke et al. (1999) mostraram que ndo houve
diferenca na recuperacdo da MS e PB em silagens confeccionadas com diferentes
inoculantes bacterianos.

Os teores de constituintes da fragcdo fibrosa e a DIVMS n&o foram
influenciados pela inoculagdo (P>0,05), embora alguns autores tenham relatado
reducdo da fracdo de FDN, devido a possibilidade de hidrolise é&cida da
hemicelulose, como consequéncia da reducdo do pH do meio pela fermentacéo
realizada por bactérias lacticas (Muck, 1996; Penteado et al., (2006). Da mesma
forma, Rodrigues et al. (2002) também n&o observaram efeitos da inoculagéo
microbiana sobre a DIVMS da silagem de sorgo cortada em dois estadios de

crescimento.

3.4. Perdas por gases e efluentes e recuperacdo da matéria seca e da proteina
bruta

A aplicacdo dos inoculantes Streptococcus bovis JB1 e HC5 resultou em
menores perdas por gases e efluentes (P<0,05; Tabela 6), o que proporcionou maior
recuperacdo de MS nas silagens tratadas com Streptococcus bovis, promovendo

uma recuperacao maior que 12% em comparacao a silagem controle.
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Tabela 6. Perdas por gases (PG), producdo de efluentes (PE), recuperacdo da
matéria seca (RMS) e recuperacdo da proteina bruta (RPB) das silagens
de capim-elefante sem inoculante  (controle), Enterococcus
(Enterococcus faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1l) e HC5
(Streptococcus bovis HC5).

Tratamento PG PE RMS RPB
% (kg/ton) % %
Controle 5,69a 64,54a 80,66¢C 84,07b
Enterococcus 4,29b 64,01a 87,22b 87,13ab
JB1 3,44c 60,92b 93,94a 90,28a
HC5 3,01c 53,24c 92,45a 90,88a
CV (%) 9,11 7,12 5,67 3,47

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

A redugdo na producgao de efluente nas silagens inoculadas se deve ao maior
teor de MS das mesmas. McDonald et al. (1991) preconizam 25% MS como valor
minimo para que as perdas de efluente sejam reduzidas ou recomendam o uso de
inoculantes acido lacticos para valores menores de MS. O mesmo comportamento
foi evidenciado para os valores de recuperacdo de PB. Os menores valores de
perdas e a maior recuperacéo tanto de MS quanto de PB indicam que houve inibigao
de enterobactérias, bactérias heterofermentativas e bactérias proteoliticas,
responsaveis pela elevacdo das perdas, como consequéncia, provavelmente, do
abaixamento do pH das silagens e da menor producdo de N-NHj3 (Tabela 3), devido
a maior producdo de bactérias &cido lacticas (Tabela 2) presentes nas silagens

inoculadas com Streptococcus bovis.
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4. Conclusdes

A inoculagcdo com ambas as estirpes de Streptococcus bovis promove
melhoria do perfil fermentativo, reduz as perdas de nutrientes, incrementando o valor
nutritivo das silagens de capim-elefante.

Levando em consideracdo todas as variaveis estudadas, ha uma similaridade
de respostas positivas entre o Streptococcus bovis JB1 e o Streptococcus bovis

HCS5, ficando a escolha entre eles.
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Capitulo 2

Ingestéo e digestibilidade aparente em ovinos e degradabilidade in situ de
silagens de capim-elefante inoculadas com Streptococcus bovis isolado do

rdmen bovino

RESUMO - Foram avaliado o consumo, e a digestibilidade aparente e a
degradabilidade in situ de nutrientes, utilizados 20 ovinos adultos, sem raca definida,
castrados, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos: Silagem de capim-elefante; Silagem de capim-elefante inoculado com
10° UFC/g de estirpes de Enterococcus faecium; Silagem de capim-elefante
inoculada com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis JB1; Silagem de
capim-elefante inoculada com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis HC5 e
cinco repeticdes por tratamento. Para ensilagem do capim-elefante, utilizaram-se
sacos plasticos de 100 kg de capacidade de peso, com total de cinco sacos
plasticos, perfazendo 500 kg de forragem verde por tratamento. O capim-elefante
utilizado foi oriundo da mesma capineira do primeiro experimento e teve 0 mesmo
trato cultural. O periodo de avaliacdo teve duracdo de 21 dias, sendo 15 para
adaptacao as dietas e seis para as coletas. Foi observada diferenca (P<0,05) entre o
consumo de matéria seca nas silagens avaliadas, sendo 0s maiores valores
registrados nas silagens inoculadas com inoculantes microbianos. A silagem
controle apresentou os menores valores (P<0,05) de consumo de matéria seca
(1,43% PV ou 42,79 g/kg PV°®"*/dia), sendo a silagem inoculada com Streptococcus
bovis HC5 a que apresentou melhor consumo de matéria seca (2,29 %PV ou 56,10
g/kg PV®"®/dia). Os menores valores de digestibilidade da matéria seca ocorreram
nas silagens controle (42,79% MS), seguida pela silagem de capim elefante
inoculada com Enterococcus faecium e Streptococcus bovis JB1, respectivamente.
Para a digestibilidade aparente da fibra em detergente neutro, houve efeito dos
inoculantes (P<0,05) com valores acima de cinco pontos percentuais em relacéo a
silagem inoculada (54,71%). Para os demais nutrientes, ndo foi observado efeito
(P>0,05) dos inoculantes. Em relacdo a degradabilidade, a fragdo soluvel (a),
principalmente nas silagens inoculadas com o Streptococcus bovis JB1 e HCS5,
apresentou maiores valores, 30,77 e 29,97%, respectivamente, para a matéria seca

e 37,01 e 36,66% para a proteina bruta, respectivamente. A inoculacdo bacteriana
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promove maior consumo, digestibilidade e degradabilidade aparente da matéria seca
na silagem de capim-elefante, com destaque para aquela inoculada com o

Streptococcus bovis HCS.

Palavras-chave: digestéo, ingestdo, microrganismos, valor nutritivo
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Intake and apparent digestibility in sheep and in situ degradability of elephant
grass silage inoculated with Streptococcus bovis isolated from bovine rumen

Abstract — The intake and digestibility and in situ nutrient degradability were
evaluated, using 20 adult sheep, mixed breed, distributed in a completely
randomized design with four treatments: Elephant grass silage without inoculant
(control), Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g of strains of Enterococcus
faecium, Elephant grass silage inoculated with  10° ufc/g strains of Streptococcus
bovis JB1, Elephant grass silage inoculated with 10° ufc/g of strains of Streptococcus
bovis HC5 and five replicates per treatment. For ensilage of elephant grass, plastic
bags of 100 kg weight capacity were used, with a total of five plastic bags, totaling
500 kg of green fodder per treatment. The elephant grass used came from the same
stand of the first experiment and had the same cultural tract. The evaluation period
lasted 21 days being 15 for diet adaptation and six for the collections. There was a
statistical difference (P<0.05) between the consumption of dry matter of the silages
assessed, and the highest values were recorded in the silages inoculated with
microbial inoculants. Silage without inoculation had the lowest values (P<0.05) of dry
matter intake (1.43% BW or 42.79 g/ kg BW%"®/day) and silage inoculated with
Streptococcus bovis HC5 that showed better dry matter intake (2.29% or 56.10 BW
g/ kg BW®"*/day). The lowest digestibility of dry matter occurred in the control silage
(42.79% DM) followed by elephant grass silage inoculated with Enterococcus
faecium and Streptococcus bovis JB1, respectively. The apparent digestibility of
neutral detergent fiber was not affected by inoculation (P<0.05) with values greater
than five percentage points compared with elephant grass silage without inoculant
(54.71%). For the other nutrients there was no effect (P>0.05) of microbial additives.
In relation to degradability, the soluble fractions, especially in silages inoculated with
Streptococcus bovis JB1 and HC5 resulted in higher values, 30.77 and 29.95%,
respectively, for dry matter and 37.01 and 36.66% for crude protein, respectively. It
can be concluded that the bacterial inoculation promotes greater consumption,
digestibility and degradability of dry matter in silage of elephant grass, especially

Streptococcus bovis HCS.

Keywords: consumption, microorganism, nutritional value
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1. Introducgéo

A base da alimentagdo dos ruminantes, independente do sistema adotado no
Brasil, € o volumoso. Por isso, justificam-se estudos de formas alternativas de
suplementacao volumosa. A utilizacdo de forragens conservadas, principalmente na
forma de silagem, é uma alternativa viavel, para que se possa garantir o
fornecimento de forragem de alta qualidade, durante o periodo de escassez de
alimento.

A substituicdo das tradicionais silagens de milho e sorgo pelas de capim, no
arracoamento de ruminantes, vem despertando maior interesse de técnicos e
pecuaristas, por minimizar os custos de producdo, em razao da alta produtividade
por unidade de area dos capins tropicais, sobretudo no periodo de maior oferta
(Santos, 2007).

Nesse aspecto, o capim-elefante (Pennisetum purpureum, Schum) é
considerado uma forrageira de elevado potencial em relacdo as outras gramineas
forrageiras tropicais, gracas ao seu alto potencial de producédo de matéria seca, com
bom valor nutritivo quando bem manejado (Santos et al., 2006). Enquanto
encontram-se registradas producbes de matéria seca variando entre 15 e
30 ton/ha/ano para o capim-elefante (Queiroz Filho et al., 2000), para gramineas dos
géneros Panicum e Brachiaria, os valores registrados variam entre 5 e 15 ton/ha/ano
(Martins et al., 2007; Souza et al., 2007). Adiciona-se ainda, o fato de ser de fécil
adaptacdo aos diversos ecossistemas e apresentar boa aceitacdo pelos animais,
sendo largamente utilizado na alimentacdo de rebanhos sob as formas de pastejo
e/ou silagem, pelo seu teor satisfatério de carboidratos sollveis, que favorecem uma
boa fermentacéo (Patrizi et al., 2004).

Varios autores tentam elucidar como as silagens com inoculantes microbianos
podem, direta ou indiretamente, resultar em maior aceitabilidade, consumo e
digestibilidade. Acredita-se que o0s resultados positivos decorram de efeitos
probioticos contidos nestes produtos ou de outros efeitos ndo-mensuraveis (Kung Jr.
& Muck, 1997); no entanto, sabe-se, na atualidade, que estes efeitos sé&o
decorrentes de cepas especificas de microrganismos e nao foi identificado de modo
conclusivo se as silagens inoculadas com microrganismos podem trazer beneficios
diretos para os ruminantes (Weiberg et al., 2004).

Apesar dos efeitos benéficos esperados pela inoculagdo, nem sempre se

observa, na prética, melhoria do desempenho animal, o que pode estar associado a
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diversos fatores, mas que segundo Muck (1996) e Knicky (2005), o principal deles é
a sobrevivéncia das bactérias lacticas dos inoculantes, o que estaria associado,
principalmente, com o numero de bactérias lacticas da microbiota autoctone, bem
como com a quantidade de carboidratos sollveis e o teor de matéria seca da planta
ensilada.

Estudos tém demonstrado o efeito positivo do Streptococcus bovis sobre o
perfil fermentativo e o valor nutritivo de silagens (Oliveira et al., 2007; Zanine et al.,
2008; Zanine et al., 2009). No entanto, a verificacdo da silagem inoculada com
Streptococcus bovis ainda néo foi alvo de ensaio de consumo e digestibilidade, com
a finalidade de avaliar seu efeito no animal. Objetivou-se, com o experimento, avaliar
o efeito da silagem de capim-elefante inoculada com Streptococcus bovis JB1 e
Streptococcus bovis HC5 sobre o consumo e a , digestibilidade aparente em ovinos

e a degradabilidade in situ das silagens.
2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, utilizando 20 ovinos adultos, sem raca
definida, castrados, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro inoculantes: Silagem de capim-elefante; Silagem de capim-elefante inoculado
com 10° UFC/g de estirpes de Enterococcus faecium; Silagem de capim-elefante
inoculada com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis JB1; Silagem de
capim-elefante inoculada com 10° UFC/g de estirpes de Streptococcus bovis HC5 e
cinco repeticbes por tratamento. Foram utilizados 0os mesmos inoculantes cujo
preparo foi descrito no Experimento 1. Foi utilizada uma capineira de capim-elefante,
ja implantada de aproximadamente 0,5 ha. Apds o corte de uniformizacao, foi realizada
adubacao de 50 kg/ha de nitrogénio e potassio na forma de sulfato de ambnia e cloreto
de potéassio, respectivamente, e colhida 65 dias apds o corte de uniformizacao.

O capim foi cortado com auxilio de um facéo e, em seguida, picado em maquina
forrageira estacionaria. Em seguida, procedeu-se a ensilagem do capim-elefante,
utilizaram-se sacos plasticos de 100 kg de capacidade de peso, com total de cinco
sacos plasticos, perfazendo 500 kg de forragem verde por tratamento.

Os animais foram pesados, vermifugados e identificados por brincos no inicio

do periodo experimental, sendo mantidos em gaiolas metabdlicas, em area coberta,
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com dispositivos para fornecimento de alimentos e &gua. Ao final do periodo
experimental, foi feita uma nova pesagem dos animais. Para a coleta de fezes, foram

utilizados coletes de napa adaptados aos animais.

2.1. Periodo de avaliacdo e manejo dos animais

O periodo de avaliagao teve duracdo de 21 dias, sendo 15 para a adaptacdo as
dietas e seis para as coletas. Na primeira fase, os alimentos foram fornecidos a
vontade e o consumo medido diariamente, sendo o consumo médio dos ultimos trés
dias tomado como base para fornecimento na fase de coletas. As silagens foram
fornecidas diariamente, as 7:30 horas e as 16:30 horas, durante todo o periodo
experimental. Adicionalmente a silagem, foi ofertado concentrado, sendo que a
proporcao dos ingredientes (Tabela 1) e sua composi¢ao na (Tabela 2) do qual foram
elaborados para compor a dieta total.
A quantidade de alimentos fornecida a cada animal, na fase de coletas, foi
10% superior ao consumo médio observado na fase preliminar, de modo a possibilitar
sobras. O consumo dos alimentos foi mensurado diariamente, por meio da diferenca
de peso entre o alimento ofertado e as sobras. Foram realizadas amostras compostas
dos alimentos fornecidos e das sobras que, posteriormente, foram acondicionadas em

sacos plasticos, identificadas e guardadas em congelador para analises laboratoriais.

Tabela 1. Composi¢do dos ingredientes no concentrado, % na matéria natural

Ingrediente Quantidade
Milho gréo moido 70,71
Farelo de soja 25,37
Uréia/SA* 2,24
Mistura mineral 1,68

Uréia e sulfato de aménio na proporcéo de 9:1.

A coleta total de fezes foi realizada diariamente, as 7 e 16 horas,
registrando-se, nesta oportunidade, a quantidade de fezes excretadas por animal
para computar na producado diaria. Ap6s a homogeneizacdo do material, retirou-se
uma quantidade diaria equivalente a 5-10% para confeccdo de uma amostra
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composta por animal. As amostras de fezes foram acondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas em congelador. Apos o término do experimento, essas
amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, pré-secas e armazenadas

para a realizacdo das analises.

Tabela 2. Teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) do concentrado

Item Concentrado
MS (%) 88,41
MO (%) 98,54
PB (%) 18,22
EE (%) 0,99
FDN (%) 20,81
FDA (%) 10,20

2.2. Composicao bromatolégica

Os teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA) dos alimentos fornecidos, sobras e fezes foram determinados conforme
técnicas descritas por Silva e Queiroz (2002). A digestibilidade aparente foi obtida
pela diferenca entre as concentracdes dos nutrientes no material ingerido e nas

fezes.
2.3. Degradabilidade in situ de nutrientes

Para a incubacéo in situ, foram utilizados trés bovinos fistulados no ramen,
com peso medio de 400 kg, mantidos em pastagem de Brachiaria decumbens. As
amostras das silagens foram moidas em peneira de 5 mm. Os alimentos moidos
foram pesados em sacos de néilon, de modo a proporcionar cerca de 10 a 20 mg de
amostra/cm™ de &rea (til dos sacos (Nocek, 1988), em duplicata para cada alimento,
em que cada animal representa uma repeticdo. Os sacos foram inseridos no ramen,
ao mesmo tempo, e removidos 0, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72, 96 e 144 horas apds a

incubacéo dos volumosos, conforme o NRC (2001).
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Para as silagens, foram determinadas as degradac6es da matéria seca (MS),
da proteina bruta (PB), da fibra em detergente neutro (FDN) e da fibra em
detergente acido (FDA) (NRC, 2001). Na estimativa dos parametros cinéticos da MS
e PB, foi utilizado o modelo assintético de primeira ordem Deg(t) = a + b(1 - ),
proposto por Orskov e McDonald (1979), em que Deg(t) representa a
degradabilidade ou o desaparecimento do constituinte (MS, PB, FDN ou FDA) do
alimento, expressa em porcentagem; “a” € a fracdo do alimento solavel em agua no
tempo zero; “b” é a fracdo insolivel em agua, mas potencialmente degradavel no
rimen em determinado tempo; “c” € a taxa de degradacédo da fracdo potencialmente
degradavel no ramen (b); “t” € o tempo de incubacéo (horas).

Na estimativa de degradabilidade da FDN foi, utilizado o modelo proposto por
Waldo et al (1972), R(t) = D(e-%) + I, em que R(t) representa o residuo de incubacio
no tempo t (horas); D € a fracdo da FDN potencialmente degradavel no rimen; c é a

taxa de degradacédo da fracdo D; “I” é a fracdo ndo-degradavel da FDN.

2.4. Analises dos dados

Os dados de consumo e digestibilidade aparente obtidos foram submetidos a
andlise de variancia para avaliar os efeitos da inoculagdo microbiana, comparando-
se as médias dos valores de consumo e digestibilidade dos nutrientes pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa SAEG verséo 8.0
(Universidade Federal de Vicosa-UFV, 1999).

As curvas de degradacdo da MS, PB, FDN e FDA dos alimentos avaliados,
para cada animal utilizado, foram submetidas ao ajuste pelos respectivos modelos,
utilizando-se o procedimento “Regressao de Marquardt” do software SAEG (1999), o

que permite a obtencéo das estimativas dos parametros analisados.

3. Resultados e Discusséao
3.1. Composicdo bromatolégica, pH e N-amoniacal das silagens de capim-

elefante

Os valores médios de pH e nirogénio-amoniacal,foram menores nas silagens
inoculada com Streptococcus bovis JB1 e Streptococcus bovis HC5, refletindo em

maior teor de proteina bruta (Tabela 3).
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Tabela 3. Teores de pH,nitrogénio-amoniacal(N-Hs) matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra
em detergente acido (FDA) das silagens de capim-elefante sem
inoculante (controle) e inoculado com, Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis

HC5)
Inoculante pH NH3 MS PB EE FDN FDA
(mg/dL) (%)  (%MS)  (%MS)  (%MS)  (%MS)
Controle 4,32 11,44 26,53 6,53 3,02 69,74 38,75
Enterococcus 4,09 10,99 27,12 6,60 2,99 69,37 37,30

Streptococcus bovis JB1 3,99 10,54 28,12 6,98 2,95 71,71 36,88
Streptococcus bovis HC5 4,04 10,88 26,93 7,08 3,06 68,09 37,57

3.2. Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes

Foi observada diferenca (P<0,05) entre a ingestdo de matéria seca (MS) das
silagens avaliadas, sendo os maiores valores registrados nas silagens inoculadas
com inoculantes microbianos (Tabela 4). Isso pode indicar que a silagem com
bactéria acido lacticas apresenta adequada populacdo de bactérias lacticas para
promover uma boa fermentacdo da massa ensilada, e boa aceitabilidade ou
aceitabilidade pelos ovinos. A silagem controle apresentou 0s menores valores
(P<0,05) de consumo de MS (1,43% PV ou 42,79 g/kg PV®"*/dia). Nestas condicdes,
em termos de consumo, a silagem de capim-elefante inoculada com Streptococcus
bovis HC5 apresentou melhor consumo de MS (2,29%PV ou 56,10 g/kg® */dia), o
que poderia estar associado a maior digestibilidade da MS e da fibra em detergente
neutro dessa silagem, 56,10 e 61,75%, respectivamente (Tabela 5).

N&o houve efeito dos inoculantes (P>0,05) sobre a ingestdo de proteina bruta,
extrato etéreo, fibra em detergente neutro e a fibra em detergente acido nas silagens
de capim elefante, registrando-se valores médios de 3,22; 1,06; 24,65 e 12,60 g/kg
PV°"*/dia, respectivamente (Tabela 4) .

Vérios autores tentam mostrar que as silagens inoculadas com inoculantes
microbianos podem direta ou indiretamente resultar em maior aceitabilidade,
ingestdo e digestibilidade. Acredita-se que os resultados positivos decorram de

efeitos probiodticos contidos nestes produtos ou de outros efeitos ndo-mensuraveis
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(Kung Jr. e Muck, 1997). No entanto, sabe-se, na atualidade, que estes efeitos sédo
decorrentes de cepas especificas de microrganismos e nao foram identificados de
modo conclusivo se as silagens inoculadas com inoculantes microbianos podem
trazer beneficios diretos para os ruminantes (Weiberg et al., 2004). Segundo
Weiberg e Muck (1996), o efeito probidtico inibe microrganismos prejudiciais a
fermentacao dentro do silo e ainda promove beneficios a flora ruminal e intestinal de
ruminantes, favorecendo o maior aproveitamento dos nutrientes da dieta. No
entanto, Dewhurst et al. (2000) destacaram que nao existe efeito comprovado
relacionando o uso de aditivos em silagens, as vantagens adicionais da producao
microbiana ruminal. Entretanto, acredita-se que, em algumas situacdes especificas,
possa ocorrer a quebra de agucares residuais e de proteina como importante fonte

de nutrientes para os microrganismos do rumen.

Tabela 4. Ingestdo média diario (IMD) de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) dos ovinos alimentados com silagens de capim-
elefante sem inoculante (controle),e inoculada com Enterococcus
(Enterococcus faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1l) e HC5
(Streptococcus bovis HC5) das silagens em % PV e g/kg PV */dia.

Ingestao média diaria em %PV

Inoculante MS PB EE FDN FDA
Controle 1,43c 0,11a 0,036a 0,88a 0,50a
Enterococcus 1,83b 0,11a 0,038a 0,85a 0,48a
JB1 1,80b 0,12a 0,042a 0,96a 0,46a
HC5 2,29a 0,14a 0,040a 0,89a 0,40a
CV (%) 10,75 14,25 21,07 21,43 23,52
Ingestédo média diaria em g/kg PV®"*/dia

Inoculante MS PB EE FDN FDA
Controle 42,79c 3,07a 1,02a 24,53a 13,84a
Enterococcus 50,08b 3,17a 1,00a 23,38a 13,13a
Streptococcus bovis JB1 49,46b 3,22a 1,11a 25,96a 12,47a
Streptococcus bovis HC5  56,10a 3,45a 1,14a 24,76a 10,99a
CV (%) 15,53 13,44 21,38 18,79 12,35

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 5. Digestibilidade aparente (DA) da matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) dos ovinos alimentados com silagens de capim-
elefante  sem inoculante (controle), Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis
HC5) das silagens

Digestibilidade aparente (%)

Silagens MS PB EE FDN FDA

Controle 42,79c 63,33a 56,70a 54,71b 58,10a
Enterococcus 50,09b 64,26a 56,92a 59,51a 57,85a
Streptococcus bovis JB1 49,47b  62,62a 57,61a 60,67a 58,60a
Streptococcus bovis HC5 56,10a 64,61a 56,21a 61,75a 60,49a
CV (%) 9,74 13,85 13,79 9,30 10,44

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Por isso, trabalhos desenvolvidos com objetivo de avaliar os efeitos da
inoculacdo sobre o consumo de nutrientes sdo algumas vezes contraditérios. Por
exemplo, Martinsson (1992), Smith et al. (1993) e Meeske et al. (1999), em estudos
com silagens de gramineas de clima temperado, observaram melhoria na ingestao
de nutrientes, assim como verificado no presente estudo. Entretanto, Rodrigues et
al. (2001), Restlé et al. (2003) e Paziani (2004) nao verificaram respostas, em
estudos com silagens de gramineas tropicais.

Vale destacar que a idade de colheita do capim, visando maximizar
quantidade com qualidade de MS, tem efeito na resposta dos inoculantes
microbianos, sendo esperado maior efeito quando temos teores de matéria seca
préximos dos 30%, como € o caso do presente estudo.

Foi observado efeito (P<0,05) sobre a digestibilidade aparente da MS, sendo
o menor valor registrado na silagem controle, seguido pela silagem inoculada com
Enterococcus faecium e Streptococcus bovis JB1, respectivamente. O maior valor de
digestibilidade da MS foi registrado na silagem inoculada com o Streptococcus bovis
HC5 (56,10%). Da mesma forma, foi registrado efeito (P<0,05) dos inoculantes sobre
a digestibilidade aparente da fibra em detergente neutro, com valores acima de cinco
pontos percentuais em relacdo a silagem controle (54,71%) (Tabela 5). Isso pode
estar associado ao bom nivel de fermentacdo (pH e N-NH3) (Tabela 3) e as
possiveis menores perdas de nutrientes via gases ou efluentes, além da provavel

recuperacao da MS.
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N&o houve efeito (P>0,05) dos inoculantes sobre as digestibilidades aparente
da proteina bruta, extrato etéreo e fibra em detergente acido. De acordo com Muck e
Kung Jr. (1997), essa auséncia de efeito pode ser atribuida ao fato dos inoculantes
terem mais chances de promoverem melhoras no processo fermentativo que no

desempenho animal.

3.3. Degradabilidade in situ de nutrientes

Considerando que a fracdo “a” representa a porcdo da planta que esta
prontamente disponivel para 0s microrganismos ruminais, € possivel que o
inoculante microbiano tenha contribuido para o acréscimo desta fracdo nas silagens,
principalmente nas silagens inoculadas com Streptococcus bovis JB1 e HC5, pois
estes inoculantes resultaram nos maiores valores - 30,77 e 29,97%,
respectivamente, para a MS e 37,01 e 36,66 para a proteina bruta, respectivamente
(Tabela 14), devido a boa qualidade das silagens estudadas. Estes resultados
corroboram com Henriques et al. (2004), que verificaram superioridade da fracdo (a)
da matéria seca e da proteina bruta, em silagem de capim-elefante inoculada com
aditivo microbiano. Entretanto, Tosi et al. (1999) observaram valores de fragédo “a” de
34,7%, ao avaliarem silagem de capim-elefante sem inoculante, valor superior ao do
presente experimento.

Apesar dos maiores valores da fracdo “a@”, a fracdo insolluvel potencialmente
degradavel “b”, tanto da MS como da proteina bruta, foi menor na silagem inoculada
com Streptococcus bovis. A taxa de degradacdo da fracdo potencialmente
degradavel da proteina bruta varia de 2 a 8%/hora (NRC, 1985). Apesar das
variacdes nas fracdes “a” e “b”, as taxas de degradagcdo da proteina bruta em
%/hora, mantiveram-se constantes, entre 4 e 5%/hora, da mesma forma para a MS,
cujo valor de “c” permaneceu entre 3 e 4%/hora.

Para a FDA, os maiores valores da fracdo insolavel potencialmente
degradavel “b” foram verificadas nas silagens inoculadas, com valores médios acima

de quatro pontos percentuais em relacdo a silagem controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Estimativa dos parametros de degradabilidade ruminal da matéria seca
(MS), da proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e da fibra
em detergente &cido (FDA) das silagens de capim-elefante nos
tratamentos, controle (capim-elefante), Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis

HC5).
Silagem Parametros r?
Degradabilidade da MS
a b C
Controle 26,99 47,45 0,0292 0,97
Enterococcus 27,48 47,19 0,0325 0,96
Streptococcus bovis JB1 30,77 46,99 0,0328 0,96
Streptococcus bovis HC5 29,97 43,76 0,0363 0,99
Degradabilidade da PB
a b C
Controle 35,12 48,22 0,0468 0,97
Enterococcus 35,99 48,30 0,0471 0,97
Streptococcus bovis JB1 37,01 46,77 0,0443 0,97
Streptococcus bovis HC5 36,66 46,67 0,0454 0,98
Degradabilidade da FDN
b I C
Controle 63,10 36,90 0,0307 0,98
Enterococcus 64,48 35,62 0,0286 0,98
Streptococcus bovis JB1 64,98 35,02 0,0308 0,97
Streptococcus bovis HC5 65,88 34,12 0,0293 0,98
Degradabilidade da FDA
b I c
Controle 62,84 37,16 0,0271 0,97
Enterococcus 68,51 32,39 0,0276 0,97
Streptococcus bovis JB1 67,61 31,49 0,0219 0,97
Streptococcus bovis HC5 69,22 30,78 0,0225 0,98
a = fracdo solavel (%); b = fracdo insoluvel potencialmente degradavel (%); | = fracéo

indegradavel (%); ¢ = taxa fracional de degradacdo (h™) (%/hora); r* = coeficiente de
determinacéo.

Os valores de degradabilidade potencial da MS apresentaram certa
similaridade de respostas, em torno de 75%, apesar da silagem de capim-elefante
inoculada com Streptococcus bovis HC5S ter apresentado degradabilidade potencial

superior em 2,5 pontos percentuais em relacao a silagem sem inoculante (Tabela 6).
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Tabela 6. Degradabilidade potencial (DP) e efetiva (DE) da matéria seca (MS), da
proteina bruta (PB), da fibra em detergente neutro (FDN) e da fibra em
detergente acido (FDA) das silagens de capim-elefante nos tratamentos
controle  (capim-elefante),  Enterococcus (capim-elefante  mais
Enterococcus faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1l) e HC5
(Streptococcus bovis HC5S), calculadas para taxas de passagem de 2, 5

e 8%l/h
Silagem Degradabilidade efetiva
Taxa de passagem (%/h)
Degradabilidade 2 5 8
potencial
Matéria seca (%)
Controle 74,44 56,70 46,94 41,12
Enterococcus 74,53 57,86 46,07 41,79
Streptococcus bovis JB1 75,67 57,96 47,29 43,50
Streptococcus bovis HC5 76,96 57,58 48,11 42 54
Proteina bruta (%)
Controle 73,21 58,33 48,27 43,49
Enterococcus 74,18 58,90 48,69 43,97
Streptococcus bovis JB1 75,41 59,19 49,66 44,81
Streptococcus bovis HC5 75,61 59,59 49,89 44,94
Fibra em detergente neutro (%)
Controle 63,10 37,96 24,00 17,41
Enterococcus 64,48 38,24 23,47 16,99
Streptococcus bovis JB1 64,98 38,61 24,04 17,53
Streptococcus bovis HC5 65,88 39,89 25,06 18,27
Fibra em detergente acido (%)
Controle 66,84 35,34 20,59 14,53
Enterococcus 67,61 36,43 22,34 15,19
Streptococcus bovis JB1 68,51 39,42 21,48 17,34
Streptococcus bovis HC5 69,22 36,65 24,08 16,11

Resultados inferiores de degradabilidade potencial da MS foram observados
por Cabral et al. (2005), que avaliaram a degradacéo ruminal da silagem de capim-
elefante e verificaram degradabilidade potencial de 64,9% da MS. A baixa

degradabilidade potencial da MS, relatada por esses autores pode ser atribuida ao
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mais avancado estaddio de maturacdo do capim-elefante utilizado (120 dias de
crescimento), pois gramineas tropicais, apesar da alta produtividade, acumulam ao
longo do seu ciclo de crescimento, elevada porcentagem de parede celular (FDN),
uma fracdo de lenta e incompleta digestdo, que ocupa muito espag¢o no trato
gastrintestinal (Mertens, 1996) e ocasiona variacao na digestdo dos alimentos, além
de afetar o consumo de alimentos (Van Soest, 1994; Mertens, 1996).

Resultados semelhantes aos da MS foram verificados para a degradabilidade
potencial da proteina bruta, fibra em detergente neutro e fibra em detergente &cido,
que apresentaram valores meédios proximos de 75, 65 e 68%, respectivamente
(Tabela 6).
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Nas Figuras a, b, c e d, pode ser observada a evolucéo da degradabilidade da
matéria seca, proteina bruta, FDN e do FDA ao longo do periodo de incubacéo.

Degradabilidade da proteina bruta (%)
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Figura a. Degradabilidade da matéria seca (MS) da silagem de capim-elefante
sem inoculante (controle), Enterococcus (Enterococcus faecium), JB1
(Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis HC5). Estimada
pela equacdo: Dt=A + B x (1 - ).

80

70

60

50

40

30

20

10

Degradabilidade da matéria seca (%)

K —
i g%g’_" ~ X
=
| ®
| J ---@--- Controle
i‘&‘" — = Enterococus
b d — x—JB1
n —_—— HC5
0 20 40 60 80 100 120 140

Periodo de incubacéao (horas)

Figura b. Degradabilidade da proteina bruta (PB) das silagens de capim-elefante

sem inoculante (controle), Enterococcus (Enterococcus faecium), JB1
(Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis HC5). Estimada
pela equacdo: Dt=A+Bx (1 - ).
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Figura c. Degradabilidade da fibra em detergente neutro (FDN) das silagens de
capim-elefante sem inoculante (controle), Enterococcus (Enterococcus
faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1) e HC5 (Streptococcus bovis
HCS5). Estimada pela equacéo: Rt= B x e + 1.
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Figura d. Degradabilidade da fibra em detergente neutro (FDA) das silagens de
capim-elefante sem inoculante (controle), Enterococcus (capim-elefante
mais Enterococcus faecium), JB1 (Streptococcus bovis JB1l) e HC5
(Streptococcus bovis HC5). Estimada pela equacéo: Rt= B x e + I.
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4. Conclusoes
A inoculagdo bacteriana promove maior ingestdo da silagem de capim-

elefante, com destaque para o Streptococcus bovis HC5, além de aumentar

digestibilidade da fibra em detergente neutro.

49



5. Referéncias Bibliograficas

CABRAL, L.S.; VALADARES FILHO, S.C.; ZERVOUDAKIS, J.T. Degradabilidade in
situ da matéria seca, da proteina bruta e da fibra de alguns alimentos. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.40, n.8, p.777-781, 2005.

DEWHURST, R.J.; DAVIES, D.R., MERRY, R.J. Microbial protein supply from the
rumen. Animal Feed Science and Technology. v.85, p.1-21, 2000.

EVANGELISTA, A.A. Producdo de forragem do capim-tanzania sob intervalos de
corte e doses de potassio. Revista Ciéncia e Agrotecnologia. v.31, n.5, p.1532-
1536, 2007.

HENRIQUES, L.T.; COELHO DA SILVA, J.F.; VASQUEZ, H.M.; ARAUJO, G.G.L.;
CECON, P.R.; DETMANN, E.; BARROS, E.E.L. Efeito do acipin sobre a
degradabilidade e taxa de passagem de silagens de capim-elefante e de milho,
em bovinos Holandés x Zebu. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, v.56, n.6, p.757-763, 2004.

KNICKY, M. Possibilities to improve silage conservation. Doctoral thesis.

Swedish University of Agricultural Sciences. Uppsala, 2005.

KUNG Jr., L.; MUCK, R.E. Animal response to silage additives. In: Silage: field to
feedbunk-North American Conference, Hershey, PA. Proceedings..., New
York:NRAES-99. 1997, p.200-210..

MARTINS, R.L.; ROSSI JUNIOR, P.R.; FERNANDES, A.C.; GRISE, M.M.;
MARTINSSON, K. A study of the efficacy of a bacterial inoculant and formic acid
as additive for grass silage in terms of milk production. Grass and Forage
Science, v.47, n.1, p.189-198, 1992.

MEESKE, R.; BASSON, H.M.; CRUYWAGEN, C.W. The effect of a lactic acid

bacterial inoculant with enzymes on the fermentation dynamics, intake and

50



digestibility of Digitaria eriantha silage. Animal Feed Science and Technology,
v.81, p.237-248, 1999.

MERTENS, D.R. Using fiber and carbohydrate analyses to formulate dairy rations. In:
INFORMATIONAL CONFERENCE WITH DAIRY AND FORAGE INDUSTRIES,
1996, Wisconsin, 1996. Proceedings... Wisconsin: [s.ed.], 1996. p.81-92.

MUCK, R. Silage inoculation. In. CONFERENCE WITH DAIRY AND INDUSTRIES,
1996, Madison. Proceedings... Dairy Forage Research Center, 1996 p.43-51.

MUCK, R.E.; KUNG JR., L. Effects of silage additives on ensiling. In: SILAGE FIELD
TO FEEDBUNK, 1997, Pennsylvania. Proceedings... New York: NRAES, n.99,
p.187-199, 1997.

MURARO, G.B. Producédo de forragem em pastagens de Brachiaria brizantha cv.
Marandu e Panicum maximum, cv. Mombaca, em resposta a diferentes doses de

nutrientes em Umuarama- PR. Revista Académica, v.4, n.3, p.59-64, 2007.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Ruminant nitrogen usage. Washington,
D.C.: National Academy Press, 1985.138p.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Nutrients requirements of dairy cattle. 7.ed.
Washington, D.C: National Academy Press, 2001. 381p.

NOCEK, J. In situ and other methods to estimate ruminal protein and energy
digestibility: a review. Journal of Dairy Science, v.71, p.2051-2069, 1988.

OLIVEIRA, J.S.; SANTOS, E.M.; ZANINE, A.M.; MANTOVANI, H.C.; LILIAN O.R.;
PEREIRA, O.G. Populacdes microbianas e composi¢cdo quimica de silagem de
capim-mombaca (Panicum maximum) inoculado com Streptococcus bovis isolado

de ramen. Archives of Veterinary Science, v.12, p.35-40, 2007.

PATRIZI , W.L.; MADRUGA JUNIOR, C.R.F.; MINETTO, T.P.; NOGUEIRA , E.;
MORAIS, M.G. Efeito de aditivos biolégicos comerciais na silagem de capim

51



elefante (Pennisetum purpureum Schum). Arquivos Brasileiros de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v.56, n.3, p.392-397, 2004.

PAZIANI, S.F. Controle de perdas na ensilagem, desempenho e digestdo de
nutrientes em bovinos de corte alimentados cm rag8es contendo silagens
de capim-tanzania. Tese (Doutorado em Zootecnia). Escola Superior de
Agricultura Luis de Queiroz — Universidade de Sao Paulo/Piracicaba-SP, 2004,
208p.

QUEIROZ FILHO, J.L.; SILVA, D.S.; NASCIMENTO, |.S. Producdo de matéria seca
e qualidade do capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) cultivar roxo em
diferentes idades de corte. Revista Brasileira de Zootecnia, v.29, n.1, p.69-74,
2000.

RESTLE, J.; NEUMANN. M; BROANDANI, I.L.; GONCALVES, J.M.; PELLEGRINI,
L.G. Avaliacédo de silagem de capim-papua (Brachiara plantaginea) por meio do
desempenho de bezerros de cote confinados. Ciéncia Rural, v.33, n.4, p.749-
756, 2003.

RODRIGUES, P.H.M.; ALMEIDA, T.F.; MELOTTI, L. Efeitos da adicdo de
inoculantes microbianos sobre a composicdo bromatolégica e sobre a
fermentacdo da silagem de girassol produzida em silos experimentais. Revista
Brasileira de Zootecnia, Vigosa, v.30, n.6 Suplemento, p. 2169- 2175, 2001..

SANTOS, E.M. Populagdes microbianas e perfil fermentativo em silagens de
capins tropicais e desempenho de bovinos de corte alimentados com
dietas contendo silagens se capim-mombaca. Tese (Doutorado em

Zootecnia) - Universidade Federal de Vicosa, 2007.

SANTOS, E.M.; PEREIRA, 0O.G.; FERREIRA, C.L.L.F.; MANTOVANI, H.C;
PENTEADO, D.C.S.; OLIVEIRA, J.S. SOUSA, L.O. Isolamento, identificacdo e
caracterizacdo de Lactobacillus predominantes em gramineas tropicais. In: XLIII
REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA,43. Anais...
Joéo Pessoa, UFPB/Joédo Pessoa-PB, 2006 (CD ROOM).

52



SILVA, D.J.; QUEIROZ, A.C. de. Andlise de alimentos: métodos quimicos e
bioldgicos. Vigosa: UFV, 2002, 235p.

SMITH, E.J. The influence of an inoculation/enzyme preparation as an additive for
grass silage offered in combination with three levels of concentrate
supplementation on performance of lactating dairy cows. Animal Production,
v.56, n.3, p.301-310, 1993.

SOUZA, M.R.F.; PINTO, J. I.; OLIVEIRA, I.P.; MUNIZ, J. A.; ROCHA, G. P.; TOSI,
P.; MATTOS, W.R.S.; TOSI H. Avaliacdo do capim-elefante (Pennisetum
purpureum, Schum) cultivar Taiwan A-148, ensilado com diferentes técnicas de

reducdo de umidade. Revista Brasileira de Zootecnia, v.28, p.947-954, 1999.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV. Sistema de analises estatisticas e
genéticas — SAEG: manual do usuario. Vigosa: Universidade Federal de Vicosa,
1999. 138p. (Versao 8.0).

VAN SOEST, P.J. Nutritional ecology of the ruminant. 2.ed. Ithaca: Cornell
University Press, 1994. 476p.

WEIBERBERG, Z.G.; CHEN, Y.; GAMBURG, M. The passage of lactic acid bacteria
from silage into rumen fluid, in vitro studies. Journal of Dairy Science, v.87,
n.10, p.3386-3397, 2004.

WEINBERG, Z.G.; MUCK, R. E. New trend and opportunities in the development
and use of inoculant for silage. Fems Microbiology Reviews. v.19, n.1, p.53-
68, out. 1996.

WEINBERG, Z.G.; SZAKACS, G.; ASHBELL, G.; HEN, Y. The effect of Lactobacillus
buchneri and L. plantarum, applied at ensiling, on the ensiling fermentation and
aerobic stability of wheat and sorghum silages. Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology. v.23, n.3, p.218-222, 1999.

53



ZANINE, A. M ; Lana, R.P. ; SANTOS, E. M ; FERREIRA, D. J ; PEREIRA, O. G;
MANTOVANI, H. C. ; DOREA, J. R. R. . Efeito da inoculacdo com Enterococcus
Faecium e Streptococcus bovis isolado do ramen bovino sobre a fermentacédo em
silagens de capim-elefante. In: 452 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Zootecnia, 2008, Lavras. Anais da 452 Reunido da Sociedade Brasileira de
Zootecnia. Lavras : Editora UFLA, 2008. p. 1-3.

ZANINE, A.M; FERREIRA, D.J; LANA, R.P.; SANTOS, E.M ; MANTOVANI, H.C,;
BONELLI, E.A ; LIMA, L.R. Caracteristicas fermentativas de silagens de capim-
tanzania inoculadas com Streptococcus bovis isolado do ramen com ou sem
farelo de trigo. In: REUNIAO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA.46,
2009, Maringa-PR. Anais... Reunido da Sociedade Brasileira de Zootecnia..

Maringa: Universidade Estadual de Maringa, 2009. v. 01. p. 01-03.

54



CONCLUSOES GERAIS

A inoculacdo com o Streptococcus bovis resulta em maior teor de proteina bruta
na silagem e maior recuperacao da matéria seca e da proteina bruta, além de menor
perda por gases e efluentes. Pode-se concluir que, diante de todos os parametros
estudados, ha uma similaridade de respostas positivas entre o Streptococcus bovis
(JB1) e o Streptococcus bovis (HC5.

Conclui-se que a inoculacao bacteriana promove maior ingestéo e digestibilidade
aparente e degradabilidade da matéria seca na silagem de capim-elefante, com

destaque para o Streptococcus bovis HC5.
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