UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
REGIONAL JATAI
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM AGRONOMIA

ADICAO DE BACTERIAS HOMOFERMENTATIVAS E
CELULASE NA ENSILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR

Lara Rodrigues de Queiroz Carvalho

Zootecnista

JATAI — GOIAS - BRASIL
JULHO DE 2017



o2&

2

- PRPG I
sistema de hihlintecss ufg K&!ﬂﬂ.ﬁ UFG

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES E DISSERTAGOES
NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal
de Goias (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Te-
ses e Dissertagcbes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdgo CEPEC n°
832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n°® 9610/98,
o documento conforme permissées assinaladas abaixo, para fins de leitura, impres-
séo elou download, a titulo de divulgagdo da producéo cientifica brasileira, a partir
desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ X] Dissertacao [ ]1Tese
2. ldentificacdao da Tese ou Dissertacao:
Nome completo do autor: Lara Rodrigues de Queiroz Carvalho

Titulo do trabalho: ADICAO DE BACTEBIAS HOMOFERMENTATIVAS E CELU-
LASE NA ENSILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR.

3. Informacodes de acesso ao documento:

Concorda com a liberagao total do documento [ X ] SIM [ 1NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacao eletrénica, torna-se imprescin-
divel o envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese oudissertagdo.

Assi:%tura do(a) autor(a)?

Ciente e de acordo: . -

=l

Assinatura do{a) orientador(a)? Data: 28 / 11 /2017

! Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensao
deste prazo suscita justificativa junto a coordenagéo do curso. Os dados do documento néo serdo
disponibilizados durante o periodo deembargo.
Casos de embargo:

- Solicitagao de registro de patente;

- Submisséo de artigo em revista cientifica;

- Publicag&o como capitulo de livro;

- Publicagéo da dissertacao/tese em livro.
2 A assinatura deve ser escaneada.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
REGIONAL JATAI
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM AGRONOMIA

ADICAO DE BACTERIAS HOMOFERMENTATIVAS E
CELULASE NA ENSILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR

Lara Rodrigues de Queiroz Carvalho

Orientador: Prof. Dr. Edgar Alain Collao-Saenz

Co-orientadora: Profa. Dr2 Vera Lucia Banys

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Goids — Regional Jatai, como
parte das exigéncias para obtencado do titulo
de Mestre em Agronomia (Producao
Vegetal).

JATAI — GOIAS - BRASIL
JULHO DE 2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, atraves do
Frograma de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Rodrigues de Queiroz Carvalho, Lara

ADICAO DE BACTERIAS HDMQFERMENTATIVAS E CELULASE
MA EMSILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR [manuscrito] ( Lara Rodrigues
de Queiroz Carvalho, Edgar Alain Collao-Saenz, Vera Lucia Banys. -
2017.

42 1.

Orientador: Prof. Edgar Alain Collac-Saenz; co-orientador Vera
Lucia Banys.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Unidade
Académica Especial de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds
Graduacdo em Agronomia, Jatai, 2017.

1. degradabilidade. 2. enzima fibrolitica. 3. L. plantarum. 4. P.
pentosaceus. | Alain Collac-Saenz, Edgar . Il. Lacia Banys, Vera. lIl.
Alain Collac-Saenz, Edgar , orient. IV. Lucia Banys, Vera, co-orient.
V. Titulo.

CDU B335




UFG

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
REGIONAL JATAI
PROGRAMA DE POS GRADUAGCAO EM AGRONOMIA
PRODUCAD VEGETAL

ATA DA REUNIAO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACE.U DE
LARA RODRIGUES DE QUEIROZ CARVALHO. Aos trinta e um dias do més julho do ano de
dois mil e dezessete (31/07/2017), a5 13h30 min, reuniu-s¢ no auditorio do Programa de Pos-
Graduagio em Agronomia da Regional Jatai da UFG, A Banca Examinadora, composta pelos
Professores Doutores: Edgar Alain Collao Saenz, Marcia Dias e André Luis da Silva Valente sob a
presidéncia do primeiro, procederem na forma da resolugio vigente a Defesa de Dissertagiio™ de
LARA RODRIGUES DE QUEIROZ CARVALHO, discente do PPGA, curso de Mestrado, drea de
concentragdio em Produgdo Vegetal. Prova oral versou sobre 0 tema de sua dissertacdo com o titulo:
“ADICAO DE BACTERIAS HOMOFERMENTATIVAS E CELULASE NA ENSILAGEM
DE CANA-DE-ACUCAR?. A sessio foi aberta pelo Presidente da Banca Examinadora, Prof. Dr.
Edgar Alain Collao, que fez a apresentagiio formal dos membros da Banca. A palavra a seguir, foi
concedida ao autor da dissertagio que, entre 30 a 45 minutos procedeu a apresentagio de seu trabalho.
Terminada a apresentacdo, cada membro da Banca arguiu o examinando, tendo-se adotado o sistema
de didlogo sequencial. Terminada a fase de arguicdio, procedeu-se 4 avaliagiio da defesa. Tendo em
vistaa Resolugdo n®.1143/2013 do Conselho de Ensino, Pesquisa, Extensdo e Cultura (CEPEC), que
regulamenta o Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia e procedidas as corregies recomendadas
A Comissdo Examinadora emitiu seu parecer sobre a defesa realizada pela discente, considerando-a
( X) APROVADA ( ) REPROVADA por unanimidade, a “Defesa de Dissertagio™ para fins da
obtengdo do Titulo de MESTRE EM AGRONOMIA pela Universidade Federal de Goids. Lembrando
que o encerramento deste processo avaliativo se dard apds a entrega da versio definitiva da
dissertagio com as devidas corregdes sugeridas pela Banca Examinadora, bem como a entrega do
artigo cientifico ou comprovante de submissio do mesmo em periddico nacional e, ou, internacional,
depois de procedidas as modificagles sugeridas em detrimento da autorizaglio do Professor
Orientador.

Cumpridas as formalidades de pauta, as & /shoras, o Prof. Dr. Edgar Alain Collao Saenz, Presidente
da Banca Examinadora encerrou a sessfo, e para constar, lavrou-se a ATA, assinada em quatro vias

de igual teor.

Prof. (a) Dﬁa} Edgglf %ain Collao Saenz

Presidente da Banca -UFG




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

LARA RODRIGUES DE QUEIROZ CARVALHO - nascida no dia 12 de junho de
1989, na cidade de Jatai, Goias, filha de Fabio Rodrigues Carvalho e Deroni Rodrigues
de Queiroz Carvalho. Iniciou o Curso de Zootecnia na Universidade Federal de Goias —
Regional Jatai no més de fevereiro de 2008 e obteve o titulo de Bacharel em Zootecnia
em abril de 2013. Em mar¢o de 2015 ingressou no Curso de Mestrado do Programa de
Pds-graduacdo em Agronomia na Universidade Federal de Goias, Regional Jatai, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Edgar Alain Collao Saenz. Em julho de 2017 submeteu-se a
banca examinadora para a Defesa Final da Dissertacdo, para a obtencdo do titulo de

Mestre em Agronomia.



SUMARIO

PAGINA
RESUMO ... e e 2
ABSTRACT . e e e een 3
1. INTRODUGAO . ... .ottt ettt ettt st ettt e sae e are e 4
2. REVISAO DE LITERATURA .....oiiieiiececeeee ettt 5
2.1 Ensilagem de forrageiras.........ccooviieieiiiiiiiiiiii e 6
2.2 Silagem de Cana-0e-aCUCA .........ccoeeeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e 8
2.3 AItIVOS DACIEIIANOS ... .euiiiiiiiiiiiiiiiiit bbb 10
2.4 AdItIVOS ENZIMALICOS ....coeiiiiiiiieiieee ettt e e e e 11
2.5 Degradabilidade “iN SitU”..........cooiiiiiiii e 13
2.6 Estabilidade aerdbica de Silagem ..........ccuueiiiiiieiiiiiie e 13
3. MATERIAL E METODOS ...t 14
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot 20
5. CONCLUSAD ..ottt 34

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coouiiiieeeeieeeteeeeeee e 35



ADICAO DE BACTERIAS HOMOFERMENTATIVAS E CELULASE NA
ENSILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO
O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de dois periodos
de fermentacdo junto com inoculante bacteriano e/ou enzima fibrolitica no valor
nutricional da silagem de cana-de-acucar. A cana-de-acucar foi acondicionada em
minissilos com capacidade de 5L e densidade média de 830 kg/m3. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticbes, em esquema
fatorial 2 x 3 x 2. Dois periodos de fermentacéo (30 e 100 d), trés doses de enzima
celulase (0, 3 e 6%) e aplicacdo ou ndo de inoculante bacteriano (Lactobacillus
plantarum + Pediococcus pentosaceus, 2,5 x 10°UFC/g). Foram avaliados
composi¢do bromatoldgica, nutrientes digestiveis totais NDT), degradabilidade da
matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN) e taxa de estabilidade. O
inoculante bacteriano e a enzima celulase ndo afetaram significativamente o pH, MS,
matéria organica (MO) e hemicelulose, no entanto, estas variaveis foram afetadas
pelo periodo de fermentacdo onde, a MS diminuiu (P<0,05) de 22 para 17%, MO de
96% para 95% e hemicelulase de 25,8 para 20,9% e o pH aumentou de 3,3 para 3,4.
A acidez titulavel e os teores de FDN e FDA tiveram interacao tripla entre os fatores
estudados. O tratamento com 100 dias de fermentacdo sem inoculante e 6% de
celulase teve a melhor resposta na acidez titulavel (21,6 ml). Os teores de FDN, FDA
e NDT tiveram maior resposta no maior periodo de fermentacdo (100 dias) com
adicao de 6% de celulase sem inoculante bacteriano (44,9, 27,2 e 64,0% para FDN,
FDA e NDT respectivamente). A maior degradabilidade potencial da MS foi aos 100
dias de fermentagédo. A concentragdo de 3% de celulase associada ao inoculante
aumentou a degradabilidade potencial da MS de 65,9 para 73,1% aos 100 dias de
fermentacdo. Houve maior degradabilidade efetiva da MS e diminuicdo da
degradabilidade da FDN nos tratamentos com adicdo de celulase. O inoculante
favoreceu a taxa de estabilidade aerdbica. Houve interacdo dupla da celulase x
periodo em que maior estabilidade foi aos 30 dias sem adicdo de celulase. A adigédo
de um inoculante bacteriano ou enzima celulase foi eficiente em melhorar o valor
nutricional da silagem de cana-de-acgucar, com melhor resultado quando usados de

forma independente.

Palavras-chave: degradabilidade, enzima fibrolitica, L. plantarum, P. pentosaceus



ADDITION OF HOMOFERMENTATIVE BACTERIA AND CELLULASE IN THE
SUGAR CANE SILAGE

ABSTRACT
The present work was carried out with the objective of evaluating the effect of two
fermentation periods with bacterial inoculant and/or fibrolytic enzyme addition on the
nutritional value of sugarcane silage. The sugar cane was conditioned in minisilos
with 5L capacity and average density of 830 kg/m3. The experimental design was
completely randomized with three replicates, in a 2 x 3 x 2 factorial scheme. Two
fermentation periods (30 and 100 d), three cellulase enzyme doses (0, 3 and 6%)
and addition or not of inoculant bacterial (Lactobacillus plantarum + Pediococcus
pentosaceus, 2.5 x 10°UFC/g). Chemical composition, total digestible nutrients
(TDN), degradability of dry matter (DM) and neutral detergent fiber (NDF) and
stability rate were evaluated. The bacterial inoculant and the cellulase enzyme did
not significantly affect pH, DM, organic matter (OM) and hemicellulose, however,
these variables were affected by the fermentation period, where DM decreased (P
<0.05) from 22 to 17%, OM from 96% to 95% and hemicellulase from 25.8 to 20.9%
and the pH increased from 3.3 to 3.4. Titratable acidity and NDF and ADF levels had
triple interaction between the studied factors. The treatment with 100 fermentation
days without inoculant and 6% of cellulase showed the best response on sugarcane
silage titratable acidity (21.6 ml). NDF, ADF and TDN contents were higher in the
longer fermentation period (100 days) with addition of 6% cellulase without bacterial
inoculant (44.9, 27.2 and 64.0% for NDF, ADF and TDN respectively). The highest
potential DM degradability was at 100 fermentation days. The 3% cellulase
concentration associated with the inoculant increased the potential DM degradability
from 65.9 to 73.1% at 100 fermentation days. There was higher effective DM
degradability and NDF degradability decreased in the cellulase inclusion treatments.
The inoculant increased the rate of aerobic stability. There was double interaction of
the cellulase x fermentation period, in which greater stability was at 30 days without
cellulase addition. The addition of a bacterial inoculant or cellulase enzyme was
efficient in improving the nutritional value of sugarcane silage, with better results

when used independently.

Key words: degradability, fibrolytic enzyme, L. plantarum, P. pentosaceus



1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca internacionalmente por sua producdo no setor
agropecuario, com crescimento na producdo de carne e leite. No entanto, a
constancia dos sistemas de producdo de bovinocultura € comprometida por
apresentar dois periodos climéaticos bem definidos, verdo umido e inverno seco,
sendo aproximadamente seis meses de periodo chuvoso e, seis meses de periodo
seco com escassez de volumosos. No periodo da seca, o crescimento das

pastagens € drasticamente reduzido.

Devido a escassez de forragens na seca faz-se necesséario um planejamento
nutricional para a produgdo de leite. Muitos produtores utilizam a cana-de-agucar
devido ao fato da mesma apresentar alta producdo de massa por hectare durante o
inverno. Porém, para a utilizagdo da cana “in natura” existem desvantagens, dentre
estas, questdes de logistica como necessidade de colheita diaria ou pelo menos a
cada dois dias, mudanca de composi¢cdo da cana ao longo do periodo de colheita e
riscos de queimada ou geada. Por este motivo, a conservacdo pela ensilagem é
uma opc¢ao que permite a colheita de todo o material de uma Unica vez e mantem

constante seu valor nutricional.

No entanto, neste processo é necessario inibir a fermentacéo alcodlica, que
nao € desejavel por gerar perda de energia e diminuicdo do consumo. A fim de se
contornar os obstaculos do uso da cana-de-acucar fresca e com o intuito de inibir a
fermentacdo alcodlica e melhorar a digestibilidade da fracdo fibrosa, aditivos
bacterianos e fibroliticas podem ser utilizados objetivando promover fermentacao
anaerobica com rapida queda do pH, reduzir a fracdo fibrosa de menor digestao,

aumentar a degradabilidade e a estabilidade aerdbica da silagem.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
diferentes periodos de fermentagéo associados a inclusdo de aditivo bacteriano ou

enzima fibrolitica celulase no valor nutricional da silagem de cana-de-acgucar.



2. REVISAO DE LITERATURA

O Brasil se destaca como maior produtor mundial de cana-de-acucar, com
producdo de 728 milhdes de toneladas na ultima safra (IBGE, 2016). Segundo
Freitas et al. (2006), a facilidade de seu cultivo, a execuc¢do da colheita nos periodos
de estiagem e o alto potencial de producdo de matéria seca e energia por unidade
de area torna essa cultura uma opcao de grande interesse para a alimentacéo de

bovinos.

A época de colheita, que coincide com a entressafra das pastagens a alta
produtividade de massa verde (80 a 150 t/ha) e de nutrientes digestiveis totais (NDT
de 15 a 20 t corte), faz da cana fresca uma opcédo competitiva para a pecuaria por
apresentar menor custo de producdo em comparacao as silagens de milho ou sorgo
(Balieiro Neto et al., 2007).

A escolha das estratégias da utilizacdo de cana-de-acucar como forrageira no
inverno depende do nivel de producédo dos rebanhos. Nos casos de rebanhos de
producdo média entre 3.000 e 4.500 kg leite/vaca/lactacdo, as estratégias que
combinam cana-de-acguUcar e pastagens podem ser as melhores op¢des (Rennd et
al., 2008). No entanto, Corréa et al. (2003) comprovaram que com dietas bem
balanceadas vacas leiteiras produziram aproximadamente 30 kg de leite/vaca/dia

mesmo usando 45% de cana-de-acucar como volumoso.

A cana-de-agucar, como volumoso, apresenta grande quantidade de
carboidratos soluveis, que sao rapidamente fermentados no rimen. Porém, a fibra
que também constitui por¢do consideravel, apresenta baixa degradacdo ruminal, o
gue pode causar replecéo ruminal e, consequentemente, redu¢cdo no consumo. No
entanto, pode ser utilizada em animais de alto desempenho, tanto para a producéo
de leite quanto para a producéo de carne, se contornadas as limitagdes nutricionais,
com o0s ajustes pertinentes nas dietas (Siqueira et al., 2012). Queiroz et al. (2008)
relataram que o uso dessa cultura em sistemas de producao bovina intensivo e de
grande escala tem aumentado e, consequentemente, houve aumento na demanda
por novas tecnologias. Dentre as alternativas para facilitar sua utilizacdo esta o

processo de conservacao do forrageira pelo método de ensilagem.



2.1Ensilagem de forrageiras

A ensilagem é um processo de conservacdo que compreende o0
armazenamento da forragem em condicbes de anaerobiose, objetivando o
desenvolvimento de bactérias produtoras de &cido latico a partir de substratos como
acucares soluveis, acidos organicos e compostos nitrogenados sollveis. Durante o
processo ocorre diminuicdo do pH da massa ensilada, aumento de temperatura e
nitrogénio amoniacal (Santos et al.,, 2010).  Varios sdo os fatores que podem
interferir na qualidade desta fermentacdo como, espécie vegetal utilizada,
caracteristicas fisico-quimicas da forragem, condicbes climéticas, conducdo das
operacbes de ensilagem, extensdo do periodo de conservacdo e manejo do
fornecimento da silagem apos a abertura do silo (Freitas et al., 2006).

Para uma fermentacdo anaerdbica adequada algumas caracteristicas sao
indesejaveis na massa ensilada, como alta umidade no momento da colheita, alto
poder tampdo e baixo teor de carboidratos solluveis (Coutinho et al., 2015). A
composicdo bromatolégica da massa deve preencher alguns requisitos para
confeccdo de uma boa silagem como: teor de matéria seca (MS) entre 30% a 35%,
3% no minimo de carboidratos sollUveis nha matéria original e uma boa fermentacao
microbiana (Nussio et al., 2001).

O teor de umidade do material ensilado afeta o processo fermentativo no silo,
atuando como barreira fisica a queda do pH, favorecendo a ocorréncia de
fermentacdes indesejaveis (butirica, acética, excessiva producdo de NHs), as quais,
por sua vez, conduzem a menor qualidade da silagem (Cabral et al., 2002). De
acordo com Patrizi et al. (2004) busca-se o predominio de uma fermentagéo latica
sob condi¢gbes de anaerobiose. Para que ocorra esta fermentagcédo a forragem deve
apresentar baixa capacidade tampao parar facilitar a reducdo do pH, em virtude da
producdo de &cidos organicos durante o processo de fermentagdo (Siqueira et al.,
2007).

De acordo com Muck (2010), o processo de ensilagem permite preservar a
forragem controlando a atividade microbiana pela fermentac&o natural dos agucares
por bactérias acido lacticas em condicdbes anaerdbicas. Dois produtos da
fermentacdo, os acidos latico e acético e o baixo pH resultante, inibem o
crescimento de outros microrganismos anaerobios. A fermentagédo deve também

inibir leveduras e bactérias aerdbicas, mas 0 ambiente anaerobico € essencial para



evitar a maior parte da deterioracdo como funcdo do crescimento de microrganismos
indesejaveis.

A conservacao de forragem pela ensilagem, no entanto, leva frequentemente
a perda de nutrientes e, eventualmente, essas perdas ocorrem ao longo do periodo
de ensilagem, na forma de gases e efluentes. Entre os gases liberados, o gas
carbdnico € o principal e pode ser decorrente da respiracdo da planta, que utiliza o
oxigénio residual e de infiltracbes ou proveniente de bactérias anaerobias, que
realizam fermentacdes indesejaveis, e normalmente crescem em meios com pH
mais elevado. Os efluentes tém maior ocorréncia em silagens que apresentam teor
de umidade acima de 75%, e deve ser evitado para ndo ocasionar maiores perdas
no processo fermentativo, como o aumento da protedlise e o estabelecimento de

bactérias do género Clostridium (Fernandes et al., 2016).

De acordo com Loures et al. (2005) e Zopollatto et al. (2009), no inicio do
processo fermentativo ocorre oxidagcdo de agucares, mediante a respiracdo celular,
atividade de enzimas oxidativas e a fermentacdo por microrganismos aerébios. As
enzimas também hidrolisam o amido e a hemicelulose em monossacarideos que
podem ser utilizados na fermentacdo latica. Assim, ocorre proliferacdo de
microrganismos que convertem carboidratos solUveis da forragem em dioxido de
carbono e agua, produzindo calor e, assim que o oxigénio e o carboidrato soltvel

acabam, inicia-se entdo a fermentacao anaerobia.

Jobim & Nussio (2013) divide este processo fermentativo em quatro fases que

se iniciam apds o processo de vedacéo e terminam apoés abertura. Estas fases sao:

12 Fase — Fermentacdo aerobia: pH 6,0 a 6,5 — Microrganismos aerébios
estdo ativos transformando os carboidratos sollveis em CO2z e H20 e liberando calor.
As enzimas da planta ensilada também estdo ativas, catalisando processos
respiratorios e proteoliticos, que ajuda a criar um ambiente anaerdbico no silo.
Ocorre a morte dos tecidos da planta esta fase termina quando o oxigénio dentro do

silo é exaurido.

22 Fase — Fermentagdo &cida: pH 3,8 a 5,0 — Microrganismos anaerébios
predominam a fermentac&o. As bactérias produtoras de acido latico se desenvolvem
tornando-se predominantes, produzindo &cido latico e outros acidos. O acido latico

contribui para a queda do pH e controle de microrganismos anaerdbios e anaerdbios



facultativos, que competem por carboidratos sollveis e torna a diminuicdo do pH
mais lenta por produzir 4cido acético que é mais fraco comparado ao latico. A fase

termina quando o pH esta baixo o suficiente para inibir o crescimento das bactérias.

32 Fase — Estabilidade em anaerobiose: Ocorre pouca mudanca, somente a
hidrolise 4cida de carboidratos estruturais e de reserva sdo mantidos como resultado
das atividades de enzimas acido-tolerantes, esta hidrolise pode fornecer substratos
para algumas espécies de leveduras, bacilos e clostrideos sobreviverem em estado

inativo.

4% Fase — Aerbbia poés-abertura: Exposicdo da silagem ao oxigénio e
atividades de microrganismos aerébios que podem causar deterioracdo da silagem:
leveduras, Bacilos, fungos e bactérias acido acéticas, a atividade destes
microrganismos sera mais intensa quanto maior for a concentracdo de carboidratos
soluveis, &cidos e proteinas 0 que resulta em aumento do pH e diminuicdo da
digestibilidade. Por estes motivos os principais indicadores desta deterioracdo séo a
producgéo de calor e CO2 devido a respiracdo, diminuicdo do acido latico e aumento
do pH.

Em situac6es em que a graminea ndo possui ou estd num estagio em que
suas caracteristicas nao favorecem a fermentacdo, recomenda-se a utilizacdo de
aditivos biolégicos como inoculantes bacterianos e enzimas fibroliticas. Sua
utilizacao tem por objetivo inibir o crescimento de microrganismos aerébicos como
enterobactérias e clostridios, estimular a fermentacéo latica, reduzir o pH, reduzir as
fragbes da FDN, FDA, celulose e hemicelulose e aumentar a disponibilidade de

acucares simples (Loures et al., 2005; Zopollatto, et al., 2009).

2.2 Silagem de cana-de-agucar

O manejo da cana-de-acucar fresca para fornecimento aos animais,
normalmente é realizada no canavial onde é cortada diariamente conforme as
necessidades do rebanho. Entretanto, esta pratica de manejo impede a utilizagédo
em larga escala por sua dificuldade operacional. Esta limitacdo tem sido contornada
com o uso da ensilagem, concentrando a mao-de-obra e reduzindo o trabalho e os

deslocamentos diarios de maquinas na propriedade (Freitas et al., 2006).
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Para o processo de ensilagem, a cana é colhida toda de uma Unica vez
facilitando e liberando a area antes do inicio das chuvas na propriedade,
possibilitando crescimento mais uniforme da planta. Lopes & Evangelista (2010)
citam também outras vantagens como o aproveitamento da cana no estadio de
melhor valor nutritivo; a eliminacdo das sobras de cana que ficariam no campo pela
falta de corte, tornando-se canas bisadas, de baixa qualidade e sujeitas ao
acamamento, dificultando a colheita; possibilita também a realizacdo de tratos
culturais, como capina, adubacdes e controle com herbicidas, evitando perdas no

campo.

Por seu elevado teor de carboidratos sollveis em torno de 40% da MS, a
cana-de-acucar é altamente susceptivel a acdo de leveduras (Balieiro Neto et al.,
2007). Sabe-se que no ambiente anaerdbio do silo, as leveduras sdo capazes de
gerar perdas significativas de matéria seca em razdo da fermentac@o alcodlica
(Queiroz et al.,, 2008). Na fermentacdo alcodlica realizada por leveduras, cada
molécula de glicose fermentada produz duas moléculas de etanol, duas de diéxido
de carbono e duas de agua o etanol produzido causa grande perda energética da
forragem, uma vez que é formado a partir da fermentacéo da glicose (Mendes et al.,
2008).

Diferentemente de outras forrageiras tradicionalmente utilizadas para
ensilagem, como milho e sorgo, a cana apresenta alto de teor de carboidratos
soltveis na forma de sacarose, um dissacarideo constituido por glicose e frutose,
favorecendo o desenvolvimento de leveduras durante a ensilagem. De acordo com
Pedroso et al. (2005), nos primeiros 15 dias de fermentacdo da silagem de cana
ocorre uma intensa producdo de alcool, gerando um aumento de aproximadamente

10% no teor da FDN e FDA, e redugéao da digestibilidade da silagem.

As mudancas no desenvolvimento da fermentacdo de silagens devido a
aplicacdo de aditivos podem alterar a composi¢éo final do alimento e afetar o
consumo de matéria seca, assim como a digestibilidade de nutrientes (Neumann et
al., 2011). De acordo com Santos et al. (2008) a n&o utilizagcdo de aditivos implica
em um processo de fermentacdo caracterizado pelo elevado desaparecimento de
carboidratos soluveis gerado pela alta producdo de etanol. Fermentacédo alcodlica
intensa causa declinio lento do pH final, ficando acima dos niveis considerados
adequados para conservacéao da silagem (Pedroso et al., 2005).



10

2.3 Aditivos bacterianos

Os aditivos bacterianos sdo comumente agrupados em homofermentadores e
heterofermentadores pelos produtos de fermentacdo de (glicose. Os
homofermentadores produzem 2 mols de &cido latico a partir de um mol de glicose.
Os heterofermentadores produzem um mol de acido latico, um mol de dioxido de
carbono e um mol de etanol ou um mol de acido acético a partir da glicose. Hoje em
dia, existem trés grupos de bactérias do acido latico: os homofermentadores que ndo
conseguem fermentar as pentoses por falta de fosfoetolase, heterofermentadores
facultativos que fermentam hexose como os homofermentadores, mas que podem
fermentar pentoses e heterofermentadores que fermentam hexoses a uma gama de
produtos. A maioria das bactérias de acido latico na silagem recai nas duas Ultimas
categorias (Muck, 2010).

Com o intuito de melhorar o padrédo de fermentacédo da silagem de cana-de-
acucar, diversos tipos de aditivos vém sendo testados para inibir a populacdo de
leveduras reduzindo as perdas de matéria seca e do valor nutritivo da forragem
produzida (Mendes et al., 2008). Os aditivos mais comuns em silagens de cana séo
bactérias produtoras de &cido lactico que buscam garantir a qualidade da
fermentacao no silo. O tipo padrdo de bactéria de silagem comercializado contém
uma ou mais espécies homofermentativas. Lactobacillus plantarum é o mais comum
dentre as espécies utilizadas e tem cepas geralmente selecionadas para
crescimento rapido e dominacdo da fermentacdo da silagem, assim como
Pediococcus e Enterococcus faecium que também podem ser incluidas nestes
produtos, (Muck, 2010).

Sé&o caracterizadas como homofermentativas pela sua taxa de fermentacao
mais rapida, menor protedlise, maior concentracdo de acido latico, menores teores
de acidos aceético e butirico, menor teor de etanol e maior recuperacado de energia e
matéria seca (Zopollatto et al. 2009). Agem sobre a velocidade de reducéo e
manutencdo do pH, o que permite a preservacdo do material ensilado, minimiza

perdas de nutrientes e inibe o crescimento de clostridios (Rodrigues et al., 2002).

O Lactobacillus plantarum € uma bactéria que favorece a producéo de acido
latico, produto de alta constante de dissociacdo ibnica que, consequentemente, leva

a rapida reducdo do pH e a inibicdo das bactérias patdégenas (grupo coliforme e
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Clostridia) proporcionando a diminui¢cdo das perdas de matéria seca (MS) e proteina
bruta (PB) e preservando o valor nutritivo da massa ensilada (Patrizi et al., 2004).

Inoculantes bacterianos também surgem como alternativa para evitar perdas
na fase de abertura do silo promovendo estabilidade aerdbica da silagem, pois
quando aberto o silo é exposto a deterioracdo aerdbica, processo caracterizado por
aumentos de temperatura, pH e oxidacao dos produtos da fermentagcédo. (Rodrigues
et al., 2002).

2.4 Aditivos enziméticos

Reis & Coan (2001) mencionam que muitos produtos a base de enzimas,
misturas de celulases, hemicelulases e pectinases sdo usados com o propdésito de
reduzir o conteudo de fibra das silagens aumentando a quantidade de acucares
solUveis disponiveis para a fermentacéo, o que resulta em aumento da producéo de
acido latico e abaixamento mais rapido do pH favorecendo o aumento da
digestibilidade da matéria organica (MO) da forragem.

A maior parte das enzimas utilizadas como aditivos é produto da fermentacéo
microbiana ou fungica e atuam sobre um ou mais substratos disponibilizando
acucares simples como fonte de nutrientes para as bactérias fermentadoras. Sua
utilizacdo em gramineas com elevados teores de matéria seca e com baixa
concentracdo de acucares sollveis, pode apresentar resultados positivos devido a
liberacdo de acucares provenientes da hidrolise da parede celular (Kung Jr & Muck.,
1997).

Durante a degradacdo de substrato complexo, como a celulose, véarias
enzimas agem em associacdo. O primeiro passo para degradacdo de um substrato
insolavel parece ser a vinculagdo do complexo enzimatico ou microrganismos ao
substrato. Assim, a aderéncia é obrigatoria para que ocorra a degradacdo dos
componentes da planta. As enzimas adicionadas a silagem deveram agir de forma
similar as bactérias que iniciam a digestdo no rumen, iniciando a digestdo dos
componentes estruturais da parede celular, o que cria sitios adicionais de digestéo e
a liberacdo de produtos que atraem as bactérias do riumen aos sitios de digestédo
(Cysneiros et al., 2006).
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A estrutura quimica dos componentes da parede celular ou FDN (celulose,
hemicelulose e lignina) da silagem, determina a acessibilidade da fibra aos
microrganismos ruminais, interferindo indiretamente na degradacdo e na FDN
aproveitado pelos ruminantes (Martins et al., 2006). As enzimas fibroliticas, extraidas
de fungos ou bactérias, potencializam a degradacao dos polissacarideos estruturais
(hemicelulose e celulose) e aumentam a taxa de degradacéo da fibra (Martins et al.,
2007).

As enzimas celulases ao degradar a celulose em glicose para ser usada na
fermentacao, leva a uma reducéo da fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) e as hemicelulases degradam a hemicelulose em pentose,
disponibilizando aglcares para o processo de fermentacdo e também reduzindo o
teor de FDN; (Loures et al., 2005). De acordo com Lopes e Evangelista (2010) a
hemicelulose pode servir de substrato para as bactérias fermentadoras sendo uma
disponibilizacdo extra de substrato, podendo garantir maior colonizagdo do material
por bactérias acido-laticas, resultando em um produto final de melhor qualidade.
Para a cana-de-acucar isso € uma grande vantagem por apresentar fracdes da FDN
e FDA de baixa digestibilidade.

A celulase, é composta por um complexo enzimatico, cujas enzimas atuam
sinergicamente e estao subdivididas em trés classes: endoglucanases, que hidrolisa
as ligacbes glicosidicas das cadeias de celulose produzindo novos terminais;
celobio-hidrolases, responsaveis pela acdo nos terminais levando a celobiose; e 1,4-
B-D-glucosidades que hidrolisam a celobiose a glicose, (Ogeda & Petri, 2010)

disponibilizando estes agucares para 0s processos fermentativos.

Segundo Loures et al. (2005) a adicdo de enzimas fibroliticas como aditivo
nas silagens de capim tanzania promoveu a reducéo da fracao fibrosa. Santos et al.
(2010) explica que a utilizagdo destas enzimas na ensilagem aumenta a eficiéncia
do processo fermentativo, fornecendo substratos aos microrganismos desejaveis,
como os produtores de &cido latico. Mostrando que o0 uso de aditivos constitui
ferramenta Util para a obtencdo de silagens de cana-de-aglucar com melhor valor
nutritivo (Pedroso et al., 2007).
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2.5Degradabilidade “in situ”

A técnica de degradabilidade “in situ”, para avaliagdo da degradacao ruminal das
principais fragdes que compdem os alimentos, tem sido muito utilizada nas
pesquisas relacionadas com nutricdo de ruminantes (Campos et al.,2006). De
acordo com Assis et al. (1999) esta técnica possibilita obter informacdes importantes
na avaliacdo de alimentos, como a taxa e o potencial de degradacdo ruminal de
cada alimento este método oferece condicdes Otimas de temperatura, pH,
tamponamento, substratos, enzimas para uma melhor degradacédo dos alimentos e

consequentemente maior confiabilidade nos parametros obtidos.

Os procedimentos in situ sao baseados em escalas finitas de tempo,
assumindo-se intervalo temporal relativamente elevado de forma que as estimativas
obtidas (residuo indigerido) se aproximem do conceito assintético (residuo
indigestivel) devem ser utilizados tempos de incubacao de 240 horas para obtencao

de estimativas mais exatas das fracdes indigestiveis (Casali et al., 2008).

A quantificacao da parede celular e a estimativa de sua degradabilidade poderao
auxiliar os nutricionistas na formulacao de dietas para ruminantes com mais acuracia
(Assis et al., 1999).

2.6 Estabilidade aerdbica de silagem

Na abertura do silo, 0 ambiente anaerébio responsavel pela estabilidade da
silagem passa a ser aerGbio neste momento organismos que estavam em dorméncia
na auséncia de oxigénio multiplicam-se rapidamente, promovendo intensa atividade
metabdlica, gerando calor, o acumulo de temperatura apos a abertura do silo é
reflexo da intensidade de reag¢des promovidas por fungos filamentosos, leveduras e
bactérias aerdbias (Amaral et al., 2008).

As bactérias, leveduras, bolores e fungos podem ficar dormentes dentro do
silo até que ele seja aberto e o0 ar entre novamente na massa ensilada. Esses
microrganismos utilizam substratos derivados diretamente da forragem, ou derivados
indiretamente da fermentacédo, e alteram as caracteristicas qualitativas do material,
provocando perdas de nutrientes do material (Balieiro Neto et al., 2009).

Valeriano et al. (2009) comparando a temperatura apos abertura de silagens

de cana-de-acucar ndo inoculada e inoculada com cepas de L. buchneri e L.
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plantarum, observou que a silagens mais estaveis em condi¢cdes de aerobiose foram
as inoculadas, com um aumento mais lento da temperatura em relacdo a silagem
controle.

De acordo com Castro et al. (2006) as silagens que apresentam maior
susceptibilidade a deterioracdo aerdbia sdo aquelas ricas em carboidratos sollaveis e

amido, como as de milho, ou aquelas em que a fermentacao foi restringida pelo uso
de aditivos e/ou pelo emurchecimento excessivo da forragem antes da ensilagem.

Enquanto as silagens de cana-de-aclUcar apresentam baixa estabilidade, por sua
alta concentracdo de carboidratos residuais e de acido latico, que sédo substratos

para microrganismos deterioradores Valeriano et al., (2009).

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Goias, Regional
Jatai e campus Samambaia no periodo de julho de 2016 a maio de 2017. A
variedade de cana-de-acgucar (Saccharum officinarum) utilizada foi a RB 85-5453. A
colheita mecanica ocorreu no més de julho de 2016, quando a variedade se
encontrava apta para o corte, com teor de matéria seca (MS) de 25% e teor de

sélidos soluveis no caldo de cana de 16 graus brix (Tabela 1).

Tabela 1. Composicédo bromatoldgica da cana-de-acucar na colheita

Componente Composicéao (% MS)
Matéria seca (%) 25,0
Matéria mineral (%0MS) 3,0
Matéria organica (%oMS) 97,0
FDN (%MS) 46,3
FDA (%MS) 23,3
PB (%MS) 2,7

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
triplicata, com esquema fatorial 2 x 3 x 2 sendo o primeiro fator 2 periodos de
fermentacao 30 e 100 dias, 3 doses de enzima celulase (0, 3 e 6%) em proporcéo de
1:1 celulose:celulase, e o ultimo fator COM aplicacdo de inoculante bacteriano e

SEM aplicacdo de inoculante bacteriano. O inoculante bacteriano utilizado foi o
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Silobac® que continha 2,5 x 10%° unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/g)
de Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus, cepas CH 5796 e 2354,
com concentragéo de 2 g de Silobac® / 100 kg de cana-de-agucar “in natura”, 0s

aditivos foram aplicados diluidos em agua e pulverizados manualmente.

Segue abaixo a tabela com as legendas dos tratamentos utilizadas para curva
de degradacdo da matéria seca e curva de degradacdo ruminal do residuo do FDN

da silagem de cana de acucar.
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Tabela 2: Descricao dos tratamentos

Lactobacillus plantarum Celulase
Dia + Pediococcus 0% 3% 6%
pentosaceus
SEM D30LOCO D30L0C3 D30L0C6
30 COM D30L1CO D30L1C3 D30L1C6
SEM D100L0CO D100L0C3 D100LOC6
100 COM D100L1CO D100L1C3 D100L1C6

Para os minissilos foram utilizados baldes de PVC com capacidade de 5 L e
tampas de encaixe adaptadas com valvulas tipo Bunsen para escape dos gases. No
fundo dos baldes foram colocados 2 kg de areia seca para drenagem dos efluentes
e uma tela de tecido de algodao (chita) para separagédo da areia do material
ensilado, a cana foi picada em particulas de tamanho médio de 2cm por uma
picadeira estacionaria. A compactacdo foi manual com um soquete de madeira até
atingir densidade média de 834kg/ms3, apdés a compactacdo da forragem, os silos
foram tampados e vedados com fita adesiva e cola semi secativa veda rosca,

pesados e armazenados a temperatura ambiente.

No momento da ensilagem os minissilos foram pesados, identificados e apos
a colocacao da areia e do tecido pesou-se novamente 0s componentes antes de
adicionar o material a ser ensilado que foi compactado. Cada minissilo foi pesado
separadamente sem a tampa. A pesagem final do minissilo vedado, incluiu minissilo
de plastico, areia, tecido, silagem e tampa.

Apés 30 e 100 dias de armazenamento em fermentacdo anaerdbica, os
minissilos foram abertos o conteudo foi removido e homogenizado, e entéo retirou-
se duas amostras para determinacdo da acidez titulavel com NaOH de 0,1N,
conforme os parametros propostos por Silva & Queiroz (2002) e para pré-secagem
em estufa & 65°C durante 72 horas. Posteriormente moeu-se, a amostra em moinho
de faca tipo Willey com peneira de malha de 1 mm que foram armazenadas, para as
posteriores analises de degradabilidade “in situ” da matéria seca e fibra em
detergente neutro (FDN) , determinacgéo dos teores de matéria seca (MS) em estufa
a 105°C por 15 horas, matéria mineral determinada através da incineragdo das
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amostras em mufla a 600°C durante 4 horas, teores de fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA) conforme descrito por Silva & Queiroz
(2002), fracdo da matéria organica calcula pela diferenca da matéria seca da matéria
mineral, a fracdo hemicelulose foi calculada pela diferenca observada entre os
teores da FDN e FDA. Os valores de pH foram determinados com potencidmetro
Beckman Expandomatic SS-2.

Degradabilidade “in situ”

As analises foram realizadas na Universidade Federal de Goias campus
Samambaia, para o ensaio da degradabilidade “in situ” da MS e FDN, pesou-se 1g
(variando as duas ultimas casas) de amostra em sacos de TNT com porosidade de
50y, com 5,0 x 5,0 cm de éarea atil (NOCEK, 1988) depois de devidamente lacrados,
0s sacos foram colocados em um saco maior contendo um peso de 2kg, e entéo foi
preso a uma corda e imerso no conteudo ruminal ancorado a cénula e inseridos no
rimen de duas vacas leiteiras mesticas, em duplicata, para cada horario de
incubacédo, segundo metodologia descrita por Huntington & Givens (1995) . Foram
adotados sete tempos de incubacédo: 0, 6, 12, 24, 48, 96 e 240 horas. A incubacao
foi realizada em ordem cronoldgica inversa, com a finalidade de retirar todos os
sacos ao mesmo tempo, com exce¢do dos sacos do tempo zero, que ndo foram
incubados, mas foram lavados juntamente aos demais, ap0s periodo de incubacao
as amostras foram conduzidas ao Laboratério de Nutricdo Animal. Os dados de
degradabilidade “in situ” da MS e da FDN, foram obtidos pela relacdo da diferenca
de peso encontrada para cada componente, entre as pesagens efetuadas antes e

apos a incubacao ruminal, e expressos em porcentagem

Para ajustamento dos dados na curva de degradacdo da MS foi utilizada a
equacao proposta por Orskov & McDonald (1979):

DEG=a+b (1-e°"), em que:

DEG = degradabilidade acumulada do componente nutricional, ap6s um
tempo t; a = intercepto da curva de degradabilidade quando t = 0, correspondendo a
fracdo solavel (FS) do componente nutrititivo analisado; b = degradabilidade
potencial da fracao insolivel do componente nutritivo, que é degradado a uma taxa;
c = taxa de degradacédo por acéo fermentativa da fracdo b; t = tempo de incubagéo
(h); a soma de a + b, corresponde a degradabilidade potencial, a degradabilidade

maxima alcancada se o alimento permanecer por tempo indeterminado no rumen.



18

J& a degradabilidade da FDN foi estimada utilizando-se o0 modelo de Mertens
& Loften (1980):

Rt= B*e + I,

Apés os justes das equacdes para degradacdo da FDN, procedeu-se a
padronizacao de fragbes segundo a proposicao de Waldo et al. (1972), conforme as
equacoes:

bp= b/(b+1)*100; Ip= I/(b+1)*100, em que:

bp = fracdo potencialmente degradavel padronizada (%); Ip = fracéo
indegradavel padronizada (%); e b, I= como definidas anteriormente.

A degradabilidade efetiva (DE) da MS foi estimada conforme a equagéo
(Orskov & McDonald, 1979):

DE =a + (b *c/c + k), em que:

DE = degradabilidade ruminal efetiva do componente nutritivo analisado; a, b e c =
como descritos anteriormente; k = taxa de passagem ruminal do alimento (%/h).
Para o calculo adotou-se as taxas de passagem de 2, 5 e 8% por hora, como
sugerido pelo AGRICULTURAL AND FOOD RESEARCH COUNCIL - AFRC (1993),
onde os valores correspondem a animais em fase de mantencga, ganho de peso e de
alta producao de leite, respectivamente.

Jé para a DE da FDN utilizou-se o modelo (Waldo et al., 1972):

DE = Bp*c/(c+k), em que:

Bp é a fracdo potencialmente degradavel (%) padronizada; ¢ e k = como
definidas anteriormente.

O modelo utilizado para as andlises bromatoldgicas, pH e acidez titulavel foi
em parcela subsubdividida considerando o efeito do inoculante bacteriano
Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus na parcela, da celulase na
subparcela e periodo de fermentacéo na subsubparcela

O ajustamento dos dados ao modelo né&o-linear foi realizado pelo método
interativo de Gauss-Newton. A qualidade do ajustamento das equacdes nao-lineares
foi avaliada por intermédio do desvio-padrdo assintotico (DPA) e do residuo
padronizado (RP). A comparacdo dos parametros das equacdes dos modelos de
degradabilidade foi feita pelo teste de igualdade de parametros e identidade de
modelos de regressdo né&o lineares (Regazzi. 2003). A comparagao de
degradabilidade potencial e efetiva foi feita por analise descritiva. Os valores de

nutrientes digestiveis totais (NDT) foram obtidos por meio da equacéo descrita por



19

Cappelle et al. (2001) onde: %NDT = 91,6086 - 0,669233FDN + 0,437932 PB
(R2=0,71; P<0,05).

Taxa de estabilidade aerdbica

Para a analises da taxa de estabilidade foi pesado 500 g de amostra de cada
minissilo, colocadas em potes de plastico com capacidade de 2 litros, armazenados
em estufa e adicionado um termémetro de mercurio para cada balde. A temperatura
meédia foi aferida a cada 12 horas durante a exposicdo aerobia de 12 dias (288
horas). Analisou-se entdo a taxa de estabilidade aerdbia da silagem, considerando a
temperatura maxima observada, dividida pelo tempo necesséario para alcanca-la
(Ruppel et al., 1995).

Todas as analises dos dados foram realizadas no programa SAS versao 9.0
(2002) a 5% de probabilidade ANOVA e pelo teste t.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na abertura dos minissilos, ndo foi observada ocorréncia de bolores ou odor
que indicassem sinais de fermentacdo indesejaveis e nem material decomposto no
fundo. Nao houve (P<0,05) efeito do inoculante bacteriano Lactobacillus plantarum +
Pediococcus pentosaceus ou da enzima celulase nas variaveis pH, matéria seca
(MS), matéria organica (MO), e hemicelulose (Tabela 3 e 4). No entanto, essas
variaveis foram afetadas (P<0,05) pelos periodos de fermentacdo (Tabela 3). A
diminuicdo da matéria seca (22,3-17,3%) nos dois periodos indica que aos 30 dias a
silagem de cana ainda néo foi estabilizada, ou seja, houve fermentacao anaerdbica
onde os carboidratos sollveis e a hemicelulose (25,8 - 20,9%) foram utilizados para
fermentacao
Tabela 3. Variaveis analisadas da silagem de cana-de-acucar SEM e COM

Lactobacillus plantarum + Pediococcus pentosaceus e periodo de fermentacéo de 30
e 100 dias

Lactobacillus plantarum
+ Pediococcus Dias

Variaveél pentosaceus Vgllo ' Vgllo '
SEM COM 30 100

pH 3,4+0,01  3,4+0,01 0,327  3,3+0,01 3,4+0,01  <0,001

MS 19,6+0,16 20,0+#0,17 0,7653 22,3+0,16  17,3%0,17  <0,001

MO 96,0+0,04 95,8+0,04 0,1641 96,0+0,037  95,8+0,04  0,0027

Hem. 23,5+0,49 23,2+0,42 0,3216  25,8%+0,48 20,9+0,44 <0,001

1 Teste F. MS: matéria seca total (%MN); MO: matéria organica (% MS); Hem: Hemicelulose (%6MS);

Em condi¢cdes anaerdbicas, as leveduras convertem agucares simples como
sacarose, glucose e frutose em etanol, COz e H20. A sobrevivéncia destas leveduras
é influenciada pela concentracdo de acidos organicos estas sdo capazes de
sobreviver em meio anaerobico porem a presenca de acidos organicos como acido

acético e propidnico apresenta toxicidade a esses microrganismos.
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Durante a ensilagem, o0s microrganismos capazes de crescer em meio
anaerobico (BAL, enterobacterias, clostridios, alguns Bacillus ssp e leveduras) se
desenvolvem e competem por nutrientes disponiveis. Assim as mudancas ocorridas
nos primeiros dias apés a ensilagem séo criticas para o sucesso da fermentacéo
subsequente. Em condi¢bes favoraveis, com o teor de MS ao redor de 30%,
ambiente anaerdbico e presenca de carboidratos sollveis, as BAL rapidamente
acidificam o meio e 0s microrganismos indesejaveis (leveduras, clostrideos,
enterobactérias, fungos, bacilos e listeria) ndo sdo capazes de sobreviver, de tal
maneira que o resultado final é a silagem com pH baixo e estavel, Enterobacterias,
clostridios e leveduras utilizam os nutrientes existentes na massa ensilada
transformando-os em produtos indesejaveis como etanol e butirato, aumentando
assim as perdas de MS durante o processo de ensilagem. A partir da estabilizacéao
do processo fermentativo, a atividade das bactérias &cido laticas cessa, enquanto
leveduras continuam a influenciar as perdas de MS (Pedroso et al., 2005). A reducéao
do pH ndo garante que a atividade dos microrganismos indesejaveis seja

completamente inibida durante a ensilagem.

A diferenca na matéria seca em diferentes periodos pode ter acontecido
porque a silagem ainda nédo estabilizou aos 30 dias de fermentacdo. Mesmo com pH
abaixo de 3,8, provavelmente ainda ocorreram reacdes de fermentacdo. A
diminuicdo na concentracdo da hemicelulose pode ser indicador de que ainda
ocorreram algumas reacdes apds 30 dias de fechamento do minissilo (Tabela 3). A
perda de MS é uma consequéncia inevitavel no processo de ensilagem esta perda
ocorre por respiracdo celular e metabolismo microbiano devido a reducéo no teor de
carboidratos solaveis da forrageira e consequentemente concentragdo dos

componentes fibrosos (Mc Donald et al., 1991).
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Tabela 4. Variaveis analisadas da silagem de cana de aglUcar com e sem adicao de

enzima celulase

Celulase
Variavél Valor P!
0% 3% 6%
pH 3,390,001  3,37+0,01 3,40+0,01 0,44
MS (%MO) 20,19+0,22  20,39:0,20  18,89+0,19 0,16
MO (%MS) 96,02+0,05  95,9+0,50 95,69+0,47 0,89
Hemicelulose (%MS) 56 051065  22,64:051  21,37+0,53 0,21

1Teste F. (P<0,05)

Houve efeito da celulase, inoculante bacteriano e periodo de
fermentacao para acidez titulavel, FDN e FDA, tendo ocorrido ainda interacéo
tripla entre os fatores (Tabela 5 e 6).

Tabela 5. Valores de acidez titulavel (mL) da silagem de cana de acucar sob efeito

de periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum+
Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

L. plantarum Celulase?
Dia + P.
pentosaceus 0% 3% 6%
20 SEM 11,96 = 0,56 aC 12,7+ 0,41 aC 13,98 £0,62 aBC
COM 12,6+0,41 bBC 14,23+0,41 aB 15,2+0,41 aB
100 SEM 13,86 £ 0,41 cAB 17,0 £ 0,41 bA 21,62+0,62 aA
COM 14,34+0,56 abA 16,88+0,56 aA 13,41+0,43 bC

IMédias seguidas de mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (P>0,05).

No periodo de fermentagdo de 30 dias, a inclusdo do aditivo bacteriano e
celulase (3 e 6%) contribuiu para melhor acidificacdo do meio, porém quando a
silagem foi fermentada por 100 dias, o inoculante afetou a acidez apenas quando
adicionada junto com 6% (Tabela 5). O tratamento com melhor qualidade quanto a
acidez foi aos 100 dias de fermentagcdo sem inoculante e com adicao de 6% de
celulase. A enzima fibrolitica promoveu maior taxa de fermentacdo anaerobica
devido a maior disponibilidade de substrato para as bactérias, aumentando assim o

teor de acido latico.
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Tabela 6: Valores de FDN e FDA (%MS) da silagem de cana de acucar sob efeito de
periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum +
Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

FDN!
Celulase
, L. plantarum+ P.
Dias
pentosaceus
0% 3% 6%
SEM 64,51+1,29 aA 56+0,96 bA 54,58+0,96 bA
30
COM 57,63+0,96 aB  55,83+0,96 abA 53,36+0,96 bA
SEM 56,86+1,18 aB 47,99+0,96 bB 44,91+0,96 cC
100
COM 52,35+0,96 aC 44,59+0,96 cC 49,40+0,86 bB
FDA!
Dias L. plantarum+ P. Celulase
pentosaceus 0% 39 6%
SEM 37,98+0,74 aA 29,86+0,57 cA 32,09+0,57 bA
30
COM 30,60+0,57 aB 29,78+0,57 aA 29,16+0,57 aB
SEM 31,46+0,70 aB 28,00+£0,57 bB 27,17+0,57 bC
100
COM 29,73+0,57 aB 26,09+0,57 bC 28,56+0,67 aBC

IMédias seguidas de mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (P>0,05). MS: matéria seca total (%); FDN: fibra em detergente neutro;
FDA: fibra em detergente acido

No periodo de fermentagéo de 30 dias, a adicdo da enzima celulase reduziu a
concentracdo da FDN com ou sem inoculante (Tabela 6). Os teores da FDA tiveram
resposta semelhante, sendo o efeito mais acentuado também na auséncia de
inoculante. A adicdo de L. plantarum + P. pentosaceus também diminuiu a fragdo da
FDN quando adicionada em auséncia da enzima celulase. Na abertura dos silos aos
100 dias se observou valores da FDN e FDA menores e maior acidez titulavel que
no periodo de fermentacao de 30 dias. Isto pode ter acontecido porque 0S processos
fermentativos continuaram apos os 30 dias. Sheperd (1995) observou aumento do

teor de glicose na silagem de alfafa tratada com bactérias homofermentativas e
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enzimas (celulase, amilase e pectinase), sugerindo que alguma hidrélise da parede
celular da planta ocorreu durante o armazenamento prolongado, a degradacao de
celulose pela enzima pode ter influenciado a acidificacdo do meio disponibilizando a
sua fracdo mais solluvel para a fermentacédo da silagem. Loures et al. (2005) citam
que a adicdo de enzimas fibroliticas pode intensificar o processo de fermentacéo
anaerodbica da silagem, favorecendo a degradacéo de carboidratos estruturais da
forragem, por fornecer substrato adicional para as bactérias. A reducdo da fracéo
fiorosa FDN e FDA do volumoso € uma vantagem, por possibilitar aumento da
ingestao e da digestdo da MS (Cysneiros et al., 2006).

A utilizacdo da enzima celulase na dosagem de 6% promoveu diminuigdo
numeérica da concentracdo da hemicelulose de 19% (26,05-21,37%). A hemicelulose
sendo a fracdo mais soluvel da FDN pode ter sido utilizada como substrato na
fermentacdo da silagem. De acordo com Nadeau et al. (2000) a hidrélise celulolitica
das paredes celulares aumenta a concentracdo de carboidratos solUveis em
silagens, estes carboidratos sdo utilizados como substrato pelas bactérias acido
laticas (BAL), favorecendo a acidificacdo da silagem. KHOTA et al. (2016)
trabalhando com P. maximum observou que a utilizacdo da enzima celulase elevou
o teor de &acido latico, quando com comparado com silagens nédo tratadas ou
aditivadas com BAL e concluiram que a celulase pode melhorar a qualidade da
silagem promovendo degradacéo das fibras, especialmente em gramineas tropicais
com baixa concentracao de carboidrato sollvel.

Os parametros cinéticos da matéria seca e da FDN nao sofreram efeito dos
tratamentos (Tabela 7 e 8). A fragdo “a” que corresponde a prontamente disponivel
foi maior nas mesmas silagens que apresentaram menor concentracdo da FDN

(Tabela 6) e maior acidez titulavél,
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Tabela 7: Parametros cinéticos da degradacgao ”in situ” da matéria seca da silagem
de cana de acUcar sob efeito de periodo de fermentagcdo e aditivada ou ndo com

Lactobacillus plantarum+ Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

Parametros??
a (%)
Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 38,3 47,3 45,6
30 COM 43,7 46,7 47,2
100 SEM 41,1 50,2 53,3
100 COM 46,5 54,1 52,2
b (%)
Dia Lacto Celulase
0% 3% 6%
30 SEM 24,8 21,7 19,5
30 COM 24,6 21,9 21,1
100 SEM 24,8 19,7 17,3
100 COM 23,8 19,0 18,7
c (%/h)
Dia Lacto Celulase
0% 3% 6%
30 SEM 2,46 2,13 2,43
30 COM 2,53 2,47 2,4
100 SEM 2,4 2,13 2,22
100 COM 2,43 1,83 2,06

la = fracdo solavel; b = fracao insolGvel potencialmente degradavel; ¢ = taxa de degradacao da fracédo
b. 2Ndo houve diferenga entre tratamentos pelo teste de igualdade de parametros e identidade de
modelos de regressdo néo lineares (Regazzi. 2003).

A fracao

“I”

indigestivel foi maior nas silagens aditivadas (Tabela 8), isto pode

ser explicado porque os aditivos atuaram na degradacao da fragdo mais soltuvel da

FDN e que posteriormente foi utilizada na fermentacao da silagem.
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Tabela 8: Parametros cinéticos da degradagao "in situ” da FDN da silagem de cana
de acUcar sob efeito de periodo de fermentacdo e aditivados ou ndo com

Lactobacillus plantarum+ Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

Parametros!?
| (%)
Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 61,8 60,5 65,2
30 COM 60,2 61,7 62,7
100 SEM 58,5 62,1 64,3
100 COM 55,5 56,1 62,6
b (%)
_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 38,1 39,4 34,8
30 COM 39,8 38,2 37,3
100 SEM 41,5 37,8 35,7
100 COM 44.4 43,9 37,4
c (%/h)
_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 2,35 2,19 2,41
30 COM 2,56 2,22 2,37
100 SEM 2,46 2,02 2,15
100 COM 2,41 1,38
1p = fracdo insollvel potencialmente degradavel; ¢ = taxa de degradacdo da fracdo b | = fracdo

indegradavel. 2Ndo houve diferenca entre tratamentos pelo teste de igualdade de parametros e
identidade de modelos de regressédo néo lineares (Regazzi. 2003).

A degradabilidade potencial foi maior nas silagens tratadas com inoculante

independente da adicdo ou ndo de celulase (Tabela 9). Isto pode ter ocorrido porque

a fermentacédo continuou apés 30 dias porque a disponibilizacdo dos substratos se

manteve. A concentracdo de 3% de celulase associada ao L. plantarum + P.

pentosaceus foi o tratamento mais eficiente em aumentar a degradabilidade
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potencial da MS (Tabela 9). A maior degradabilidade potencial foi aos 100 dias, o
que pode ter acontecido porque a fermentacdo e disponibilizacdo dos substratos

continuou apos 30 dias.

Tabela 9: Degradabilidade potencial "in situ” da matéria seca da silagem de cana de
acucar sob efeito de periodo de fermentacéo e aditivada ou ndo com Lactobacillus
plantarum+ Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

Degradabilidade Potencial da MS (%MS)

_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 63,1 68,9 65,1
30 COM 68,3 68,6 68,3
100 SEM 65,9 69,9 70,5
100 COM 70,3 73,1 70,8

A degradabilidade efetiva da MS foi também afetada pelo inoculante (Tabela
10). No entanto, diferentemente da degradabilidade potencial, a adicdo de celulase
também aumentou a percentagem da degradabilidade efetiva independentemente

de sua dosagem (3% ou 6%).
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Tabela 10: Degradabilidade efetiva "in situ” da MS de silagem de cana de agucar
sob efeito de periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus
plantarum+ Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

Degradabilidade efetiva %; kp = 2%/hora do MS

_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 52 58,4 56,3
30 COM 57,4 58,8 58,7
100 SEM 54,6 60,4 62,4
100 COM 59,5 63,1 61,6
Degradabilidade efetiva%; kp = 5%/hora do MS
_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 46,5 53,7 52
30 COM 51,9 53,9 54
100 SEM 49,1 56,1 58,6
100 COM 54,3 59,2 57,6

Degradabilidade efetiva %; kp = 8%/hora do MS

. Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 44,1 51,8 50,1
30 COM 49,6 51,9 52
100 SEM 46,8 54,4 57
100 COM 52 57,6 56

A maior degradabilidade efetiva da MS foi observada nas silagens com
menores fracdes da FDN e FDA. Confirmando este resultado, observou-se que a
degradacéo efetiva do FDN nestes mesmos tratamentos foi menor, o que pode ter
ocorrido pelo fato de a fracdo mais solluvel da FDN ter sido disponibilizada para a
fermentacdo no silo (Tabela 10 e 11). De acordo com Manginelli et al. (2005), o
aumento nas perdas de matéria seca, devido principalmente a fermentacdo dos
carboidratos soluveis, foi evidenciado pelas maiores concentracdes da FDN e, pode
indicar menor disponibilidade de substrato para ser fermentado no rimen, levado a

diminuicdo da degradabilidade efetiva da MS.
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Tabela 11: Degradabilidade efetiva "in situ” da FDN de silagem de cana de agucar
sob efeito de periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus
plantarum+ Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

Degradabilidade efetiva %; kp = 2%/hora da FDN

_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 20,6 20,6 19,0
30 COM 22,3 20,1 20,2
100 SEM 22,9 19,0 18,4
100 COM 24,3 17,9 19,4
Degradabilidade efetiva %; kp = 5%/hora da FDN
_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 12,2 12,0 11,3
30 COM 13,4 11,8 12,0
100 SEM 13,7 10,9 10,7
100 COM 14,4 9,4 11,3
Degradabilidade efetiva %; kp = 8%/hora da FDN
_ Celulase
Dia Lacto
0% 3% 6%
30 SEM 8,6 8,4 8,1
30 COM 9,6 8,3 8,5
100 SEM 9,8 7,6 7,5
100 COM 10,3 6,5 8,0

As silagens aditivadas com celulase aos 100 dias tiveram 0os menores valores
da FDN (44,59, 44,91%), o que pode ter acontecido porque a celulose hidrolisada
em glicose foi utilizada como substrato na fase anaerdbica da da silagem. Esta
fermentacao da celulose afetou diretamente a degradabilidade da FDN. Khota et al.
(2016) observaram que silagens tratadas com celulase apresentam conteddo da
FDN e FDA menores, comparados com as amostras sem enzima ou aditivadas com
BAL.

O maior periodo de fermentacao (100 d), a adicdo de inoculante e celulase o
aumentaram o teor de NDT (Tabela 12). Embora uma maior degradacéao da parede
celular com adicdo de celulase, tenha resultado numa menor degradabilidade da
FDN como observado por Nadeau et al. (1996), como comentado anteriormente, a

degradacdo mais intensa da celulose favoreceria a disponibilidade de glicose para
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0s microrganismos ruminais. Os melhores resultados foram observados quando os
aditivos foram utilizados de forma independente. O que provavelmente acontece
porque as enzimas sdo proteinas e podem ser utilizadas como fonte de nitrogénio

para o crescimento da populacdo de bactérias que compdem o inoculante.

Tabela 12: Valores de NDT (%) da silagem de cana de agucar sob efeito de periodo
de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum + Pediococcus
pentosaceus e enzima celulase

L. plantarum Celulasetl
Dia + P.
pentosaceus 0% 3% 6%
30 SEM 43,66%0,65 bC 55,46x0,65 aC 55,35+0,85 aC
COM 53,48+0,85 bB  55,53+0,65 abC 57,25x0,65 aC
100 SEM 55,83+0,79 cB 61,96+0,65 bB 64,02+0,65 aA
COM 59,00+0,65 bA 64,04+0,65 aA 60,95+0,65 bB

IMédias seguidas de mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste t (P>0,05).
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Figura 01: Curva de degradagédo da matéria seca da silagem de cana de acucar no
periodo de 30 dias de fermentacdo, em funcdo do tempo sob efeito de periodo de
fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum + Pediococcus
pentosaceus e enzima celulase.
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As silagens com periodo de vedacao de 30 dias sem aditivo tiveram menor
degradacgé&o ruminal da MS, houve um o pico da degradacdo com aproximadamente
50 horas e ap0Os as 72 horas de incubacdo a degradacdo comecou a estabilizar

(Figura 1). As silagens com adicdo de 3% de celulase tiveram maior degradacao da
MS.
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Figura 2: Curva de degradacao da matéria seca da silagem de cana de acucar no
periodo de 100 dias de fermentacédo, em funcdo do tempo sob efeito de periodo de
fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum+ Pediococcus
pentosaceus e enzima celulase.

Silagens com periodo de vedacdo de 100 dias sem aditivo tiveram menor
degradagcédo da MS, a degradacdo do tratamento D100L1CO atingiu o pico de
degradagdo em menor tempo de incubacdo (32 horas). O tratamento D100L1C3,

apos 56 horas teve um pico na degradac&o superior aos outros tratamentos.
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Figura 3: Curva de degradacéo ruminal do residuo do FDN da silagem de cana de
acucar no periodo de 30 dias de fermentacdo, em funcédo do tempo sob efeito de
periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum+
Pediococcus pentosaceus e enzima celulase.

O tratamento D30L1CO teve maior degradabilidade da FDN até as 126 horas

antes de se estabilizar como os outros tratamentos (Figura 3). O tratamento

D30L0C6 pode ter tido menor degradacéo da FDN devido ao fato da fermentacao na

silagem ter consumido a fragcdo mais soltvel da FDN (Figura 3).
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Figura 4: Curva de degradagéo ruminal do residuo do FDN da silagem de cana de
acucar no periodo de 100 dias de fermentacdo, em funcdo do tempo sob efeito de
periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum+
Pediococcus pentosaceus e enzima celulase.

O tratamento D100C1CO teve maior degradabilidade da FDN ao igual que no
mesmo tratamento no periodo de 30 dias (Figura 4). O tratamento D100L1C3 até as
112 horas de incubacdo apresentou menor degradabilidade da FDN e apos este

periodo de incubacéo ocorreu o pico da degradacao.

Para taxa de estabilidade foi encontrada interacdo dupla entre celulase x
periodo de fermentacao e celulase x COM e SEM adicdo de Lactobacillus plantarum
+ Pediococcus pentosaceus (Tabela 13).

Tabela 13: Taxa de estabilidade aerdbica (°C/h) da silagem de cana de aclcar sob

efeito de periodo de fermentacdo e aditivada ou ndo com Lactobacillus plantarum +
Pediococcus pentosaceus e enzima celulase

Celulase?

Dia 0% 3% 6%

30 0,524+ 0,018 c 0,63+0,017 a 0,58+0,016 b
100 0,80+ 0,014 a 0,75+0,020 b 0,72+0,016 b
Valor-P? < 0,0001 0,0008 0,0001
Lactobacillus

SEM 0,74+0,016 b 0,85 + 0,0226 a 0,69+0,016 b
COM 0,58+ 0,017 a 0,53+0,017 b 0,61 +0,016 a
Valor-P? < 0,0001 <0,0001 0,003

IMédias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste t (P>0,05)

2Valor-P < 0,05 médias diferem estatisticamente pelo teste T

A melhor taxa de estabilidade, considerando periodos de fermentacdo e
doses da enzima celulase, foram nas silagens de 30 dias sem celulase, este
resultado pode ser atribuido a menor quantidade de substrato disponivel para as
bactérias aerdbicas fermentarem apdés a abertura. Por outro lado, a taxa de
estabilidade com inoculante teve melhor resultado comparada a silagem sem

aditivos.
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5. CONCLUSAO

A adicéo dos aditivos foi eficiente em melhorar o valor nutricional da cana-de-acucar,
com melhor resultado quando usados de forma independente. A hidrolise da parede
celular pela adicdo de enzima celulase resultou em menor degradabilidade da fibra e
maior degradabilidade da MS. No entanto, a queda da degradabilidade da FDN né&o
diminui na mesma proporcao o valor energético da cana ensilada, houve aumento
do NDT nas silagens tratadas com enzima. A utilizac@o do inoculante também afetou

a degradabilidade da MS e FDN, aumentou o NDT e melhorou a estabilidade da
silagem de cana.
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