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RESUMO

HOFFMANN, Fabiane. Avaliagdo da cepa de Lactobacillus plantarum LPB-R01 como
inoculante na silagem de cana-de-agucar. 2017. 21 folhas. Trabalho de Conclusao de Curso
(Bacharelado em Zootecnia), programa de graduacdo em Zootecnia, Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Dois Vizinhos 2017.

A silagem de cana-de-agucar € uma alternativa de volumoso que vem ganhando espaco no
cendrio brasileiro, justamente pela sua alta produtividade por éarea. Porém, esta ¢ uma
forrageira que tem grandes perdas de matéria seca e energia no seu processo fermentativo,
perdas essas que podem ser minimizadas com uso de inoculantes. Conhecendo este quadro, o
presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial da cepa de Lactobacillus plantarum
LPB R-01 como inoculante no processo fermentativo da silagem de cana-de-actcar. O
experimento foi desenvolvido na Universidade Tecnologica Federal do Parana, no Campus
Dois Vizinhos, sendo a silagem fornecida por um produtor rural de Boa esperanca do Iguacu,
com a colheita e a moagem totalmente mecanizada com um tamanho de particula em torno de
3 cm. A cepa foi fornecida pelo grupo de processos biotecnoldgicos da UFPR- Curitiba.
Houve a realizagdo de 72 amostras, dispostas em dois tratamentos, um com a inoculagdo da
bactéria na concentragio 10° UFC/g de silagem e outro ¢ o controle, sendo trés repetigdes.
Para confec¢do dos silos foram utilizados sacos plasticos transparentes de 12 micras, que
colocados em um bequér de quatro litros e com um bastdo de madeira compactadas as
amostras, para o estabelecimento de um ambiente anaerdbico. Cada amostra teve o peso em
torno de um quilo e quarenta gramas. Ao fim do tempo fermentativo de cada amostra em
questdo, elas foram congeladas até a realizacdo das andlises. Para as andlises de pH, acidez
titulavel, nitrogénio amoniacal e agtcares redutores, utilizou-se as amostras congeladas em
processo fermentativo de 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas e para as analises bromatoldgicas
amostras de 0, 7, 15, 30 e 45 dias. Os resultados obtidos ndo demonstraram efeitos
significativos na inoculagdo da cepa na silagem de cana-de-agucar sendo que apenas os teores
de FDA demonstraram intera¢do entre tratamento e dia, as outras andlises apenas diferencas
entre os dias. Os resultados de MS, PB, FDN, FDA, HEM, MM, LIG e N-amoniacal, variam
de 27,26% a 21,72, 3,11% a 4,2%, 76,03% a 54,89 %, 10,9% a 29,47%, 3,91% a 5,54%,
7,06% a 9,63% e de 1,8% a 1,32% respectivamente. J& os valores de pH apresentarem um
decréscimo constante € o valor final com o inoculante foi de 4,41 e sem o mesmo de 4,54; os
teores de acidez consequentemente aumentaram constantemente e os acgucares houve uma
grande variagdo. Este trabalho conclui que a cepa LPB R-01 de Lactobacillus plantarum
apresentou resultados significativos da intera¢do tratamento e dia para a andlise de FDA,
porém somente com esse resultado significativo entre o tratamento com a inoculagdo da
bactéria e o controle ndo podemos concluir que a cepa ¢ eficiente no processo fermentativo da
silagem de cana-de-agucar.

Palavras chaves: aditivos microbioldgicos. Lactobacillus plantarum. perfil fermentativo



ABSTRAT

HOFFMANN, Fabiane. Evaluation of the Lactobacillus plantarum strain LPB-RO1 as
inoculant in sugarcane silage. 2017. 21 sheets. Course Completion Work (Bachelor of Animal
Science), graduation program at Universidade Tecnologica Federal do Parana, Dois Vizinhos
2017.

Sugarcane silage is a bulky alternative that has been gaining ground without a Brazilian
scenario, due to its high productivity per area. However, this is a forage that has great losses
of dry matter and energy in its fermentation process, losses that can be minimized with the use
of inoculants. The objective of this study was to evaluate the potential of the Lactobacillus
plantarum strain LPB R-01 as inoculant in the fermentation process of sugarcane silage. The
experiment was developed at the Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, not Campus
Dois Vizinhos, being a silage company by a rural producer of Boa Esperanc¢a do Iguacu, with
a harvest and a fully mechanized machinery with a piece size of around 3 cm. The strain was
created by the group of biotechnological processes of  UFPR-Curitiba.
There were 72 samples, arranged in two treatments, one with the inoculation of the bacteria in
the concentration 106 CFU / g of silage and another one was the control, being three
repetitions. For the preparation of the silos were used transparent plastic bags of 12 microns,
which were placed in a four liter beaker and with a wooden stick compacted the samples, to
establish an anaerobic environment. Each sample had a weight around one pound and forty
grams. At the end of the fermentation time of each sample, they were frozen until the analyzes
were carried out. For the analyzes of pH, titratable acidity, ammoniacal nitrogen and reducing
sugars, the frozen samples were used in the fermentation process of 0, 12, 24, 36, 48, 60 and
72 hours and for the bromatological analyzes samples of 0, 7, 15, 30 and 45 days. The results
obtained did not show significant effects on the inoculation of the strain in sugarcane silage.
Only the levels of FDA showed interaction between treatment and day, the other analyzes
only differences between days. The results of MS, PB, NDF, FDA, HEM, MM, LIG and N-
ammoniacal, range from 27.26% to 21.72, 3.11% to 4.2%, 76.03% to 54.89 %, 10.9% to
29.47%, 3.91% to 5.54%, 7.06% to 9.63% and 1.8% to 1.32% respectively. However, the pH
values presented a constant decrease and the final value with the inoculant was 4.41 and
without the same of 4.54; the acidity levels consequently increased constantly and the sugars
there was a great variation. This work concludes that the LPB R-01 strain of Lactobacillus
plantarum showed significant results of the interaction treatment and day for the analysis of
FDA, but only with this significant result between the treatment with the inoculation of the
bacterium and the control we can not conclude that the strain is efficient in the fermentation
process of sugarcane silage.

Keywords: Microbiological additives. lactobacillus plantarum. fermentative profile
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1 INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-agucar no Brasil nos ultimos anos vem sendo ampliado,
principalmente por conta do alto rendimento por area. A producao pode variar de acordo com
a adubacgdo, mas pode chegar a 140 toneladas por hectare (AMBROSANO, et al., 2011).
Sabendo desta alta produtividade, ela se tornou uma alternativa no uso para alimentacdo
animal, sendo que sempre a cana in natura possuira maior qualidade do que o material
ensilado que sofre constantes perdas, porém este ¢ uma alternativa para diminuir a mao-de-
obra diaria, além de se poder colher e conservar a cana na época que atinge a maturacao
fisiologica, sendo a ocasido de maior concentragdo no teor de sacarose ( BERNARDES et al.,
2007 apud SANTOS, et al., 2015).

Conhecendo as perdas sofridas no processo da ensilagem, principalmente por conta da
liberagdo do etanol, que causard perda na matéria seca assim como de energia ¢ importante se
utilizar aditivos que consigam controlar essas perdas. Justamente para reduzir a intensidade da
fermentagdo alcodlica, tipica desse material (Schmidt, 2009). Nesse contexto os inoculantes
microbianos sdo muito indicados, por ndo serem corrosiveis aos proprios silos e nao poluirem
0 meio ambiente.

Segundo Kung (2001 apud REIS, et al., 2005), ¢ esperado que na forragem destinada a
confeccdo de silagem, se tenha bactérias desejaveis e indesejaveis. Sabendo da existéncia de
ambas, ¢ importante a inoculacdo de uma bactéria que seja competitiva e consiga dominar o
meio. Por este motivo a bactéria Lactobacillus plantarum se destacam, pois consegue dominar
o meio rapidamente.

Atualmente existem diversos inoculantes microbianos no mercado, entretanto cada
microrganismo ou cepa tem potencialidades distintas. Isso torna de extrema importancia
estudar isoladamente toda cepa que pode vir a se tornar um produto comercial.

O presente trabalho buscou identificar o potencial da cepa LPB R-01 de Lactobacillus
plantarum quando inoculados na silagem de cana-de-agucar. Esta mesma cepa quando
inoculada na casca de café demonstrou ser aceleradora do processo inicial de fermentagao,
entretanto nao foi avaliada na cana que ¢ uma das culturas que mais tem perdas de matéria
seca no processo da ensilagem e por este motivo necessitam de inoculantes para melhorar sua

qualidade.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da cepa de Lactobacillus plantarum LPB R-01, no processo de ensilagem

da cana-de-agucar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o pH, acidez titulavel, nitrogénio amoniacal e agucares redutores nos diferentes

periodos de abertura das amostras, com a inoculacdo dos Lactobacillus plantarum.

Avaliar matéria seca (MS), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA),
hemicelulose (HEM), matéria mineral (MM) e proteina bruta (PB) das amostras com a

inoculagdo dos Lactobacillus plantarum, em diferentes periodos de aberturas dos micro silos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 UTILIZACOES DA CANA-DE-ACUCAR NA ALIMENTACAO ANIMAL.

A cana-de-agticar ¢ da familia das Poaceae e pode ser de varias espécies, como
Saccharum officinarum, S. sponteneun, S. barberi, S. sinense, entre outras. Devido a
capacidade fotossintética desta planta ela consegue estocar altas concentragdes de sacarose no
seu colmo. Isso ocorre por converter boa parte da radiagcdo solar em biomassa (SATO, 2012).

As plantagdes de cana-de-agucar ja sdo conhecidas dos brasileiros hd quase cinco
séculos. No inicio era destinada a produ¢do de rapadura, cachaca e aglicar mascavo. Outros
setores que também impulsionaram a produ¢do mais tardiamente foram o etanol e a utilizagao
da mesma como alternativa de suplemento volumoso para os animais (SANTOS & BOREM,
2013).

Segundo Bernardes et al. (2007 apud Santos, et al., 2015), durante a estacdo seca, a
cultura atinge a maturidade e possui maior valor nutricional como resultado do acimulo de
acucares em seus tecidos. Além disso, a estacdo seca coincide com pastagens de menor
produtividade nas regides Central e Nordeste do Brasil.

Porém sua utilizagdo ¢ muito trabalhosa, possuindo dificuldades operacionais, sendo que
a ensilagem do material seria uma das opcdes que diminuiria essa dificuldade e também os
deslocamentos diarios na propriedade (NETO et al., 2008).

Além disso, existem situagdes em que a silagem ¢ a melhor opcdo para manter a
qualidade da planta, como queimadas e geadas. Ainda maximiza o uso da planta no estagio
em que a mesma possui maior concentragao de sacarose.

O processo da ensilagem, além dos beneficios citados acima, ainda quando se
estabelece um ambiente anaerdbico, juntamente com a fermentagdo de acucares, pode-se
controlar a atividade de microrganismos na forragem. Uma vez que neste ambiente a
populagdo de bactérias acidas laticas multiplica-se rapidamente e na maioria dos casos se
torna microrganismo dominante (NETO, 2012).

Mesmo sabendo que hd perda nutricional da silagem em relagdo a cana-de-aglcar
fresca, a mesma apresenta condi¢des fisicas e quimicas ideais para o processo, com o teor de
matéria seca em torno de 25 a 30%, alto teor de carboidratos soluveis e baixo poder tampao, o

que permite a queda rapida no pH ( AVILA, 2008).
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Apesar das caracteristicas ideais para fermentacdo, também existem limitagdes no
processo de ensilagem da cana-de-agucar, sendo a maior delas a elevada produgdo de etanol
(PEDROSO et al., 2005). Isto ocorre devido ao alto teor de carboidratos soluveis, que
ocasionara ao material ensilado rapida proliferacdo de leveduras, uma vez que esses
microrganismos em anaerobiose fermentam os carboidratos e produzem o etanol (MENDES
et al., 2008). De acordo com McDonald, (1991 apud AMARAL, 2009), “a producdo destes
alcoois representa perda de aproximadamente 49% de matéria seca e 0,2% de energia”.

Segundo Kung et al. (2007 apud SANTOS, 2015), quanto maior os teores de
acucares nas culturas, as mesmas tendem a possuir maior numero de leveduras. No entanto,
uma forragem com baixo teor de aglicar na ensilagem os inoculantes microbianos podem nao
ter efeito sobre seus padrdes fermentativos.

Com base nisto, Reis (et al., 2006) descreve que o consumo dos animais com relagao a
silagem ¢ um importante indicador da qualidade da forragem, a qual ¢ definida como o
resultado do produto do valor nutritivo e consumo voluntario potencial. A digestibilidade ¢ o
que define o valor alimenticio das silagens e sofre influéncia direta do padrao de fermentagao,
bem como pelos processos de deterioragdo observados durante a fase aerobia (REIS; SILVA,
2006).

Neste contexto a adicdo de inoculantes surge para melhorar o padrdo fermentativo e a
qualidade final da silagem. Segundo Avila (2009 apud CHECOLIL, 2014), o mercado oferece
varias opg¢des de inoculantes, porém dentre eles, os inoculantes microbianos possuem algumas
vantagens, pois sdao de facil manuseio, seguros, ndo corrosivos, ndo poluem o ambiente e sao
atoxicos para os animais € o homem, e por esse motivo ¢ um dos mais utilizados no mundo

todo.

3.2 PROCESSO DE ENSILAGEM.

A alimentag@o dos animais com a cana-de-agucar in natura fora da época de colheita
acaba se tornando restrita, pois a forrageira tem um declive acentuado no seu teor de sacarose
e consequentemente do valor nutritivo (MATSUOCA; HOFFMANN,1993).

Sendo assim, o processo de ensilagem ganha espago, pois consegue conservar durante
todo o ano, a forrageira com suas caracteristicas de colheita no periodo de safra. No caso da
cana-de-agucar, a colheita para ensilagem depende da regido do Brasil, sendo que no Sudeste,

Centro-Oeste e Sul a colheita inicia em abril e prolongando-se até novembro. Neste periodo
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temos altas temperaturas e uma redug@o na precipitacdo, o que concentra os teores de sacarose
na planta ficando desta forma menos diluidos ( SILVA; SILVA, 2012).

A escolha da variedade ¢ um dos componentes de grande importancia dentro deste
processo. Sendo que uma boa cana forrageira ¢ aquela que apresenta alto potencial de
produgdo, bom perfilhamento, resisténcia a pragas e doengas, alto teor de sacarose € que nao
apresenta florescimento e chochamento. As variedades sdo inumeras e devem ser escolhidas
de acordo com a regido (EVANGELISTA; LIMA, 2002).

Apo6s a escolha da variedade mais coerente com sua regido e garantir seu
desenvolvimento com os cuidados da conducdo da cultura, a colheita pode ser realizada apos
um ano do plantio ou de rebrota. Sendo que a colheita pode ser ainda manual ou mecanica
(EVANGELISTA; LIMA, 2002).

No momento da colheita, inicia-se uma nova etapa do processo da ensilagem que ¢
uma técnica que consiste em preservar forragens, normalmente produzidas no verdo, através
de uma fermentacdo anaerdbia obtida pela picagem, compactagdo e vedagdo da planta
forrageira em silos (diversos formatos e tamanhos). O produto final dessa fermentagdo,
denominado silagem, ¢ obtido pela acdo de bactérias lacticas sobre agucares presentes nas
plantas, abaixando-se o pH até valores proximos de 4,0 (DEMARCHINI, 2001).

O que se espera de uma silagem ¢ que o pH tenha rapida queda, o que ira dificultar a
acdo de leveduras, que o ambiente seja anaerdbico, com uma menor quantidade de perdas de
nitrogénio amoniacal possivel e no caso da silagem de cana, no momento da colheita
preconizasse épocas em que se tenha alta concentragdo de sacarose, porém sempre ird
necessitar de suplementacdo proteica para os animais, pois a cana possui em torno de 4% de

proteina na matéria seca (EVANGELISTA; LIMA, 2002).

3.2.1 ADICAO DE INOCULANTES MICROBIANOS NO PROCESSO DE ENSILAGEM.

Nas condigdes praticas sao poucos fazendeiros que utilizam inoculantes, cerca de 29%
das fazendas com assisténcia técnica e 54% dos técnicos entrevistados disseram que
recomendam a utilizacdo dos mesmos (BERNARDES, 2012).

As fazendas que utilizam inoculantes, geralmente ndo possuem a possibilidade de
realizar experimentos para quantificar a real acdo dos inoculantes visto a inviabilidade de se
ter um tratamento controle, sendo assim apenas utilizam os inoculantes acreditando no que
lhes ¢ prometido, muitas vezes sem informagdes, chegando a acreditar que este dispensa o

bom manejo do silo (WOOLFORD, 1984).
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Neste contexto, segundo Kung (2001 apud RIBEIRO; QUEIROZ; NUSSIO, 2005), a
adi¢do de inoculantes microbianos tem a inten¢do de proporcionar o rapido crescimento das
bactérias de interesse, que sao acidos laticos homofermentativa, as quais poderdo dominar a
fermentagdo e, como consequéncia, propiciar silagem de alta qualidade, com menores perdas
de matéria seca e reduzir a intensidade de fermentagdo dos alcoois. Ainda Woolford (1894
apud RIBEIRO; QUEIROZ; NUSSIO, 2005), ressalta que para que esses microrganismos
atuem favorecendo o decréscimo do pH, varios fatores deverao ser atendidos, como condi¢des
anaerobicas e a obtencdo de altos teores de matéria seca, premissas basicas desejaveis. A
queda rapida do pH, impede a degradacdo proteica que ¢ realizada por enzimas da propria
planta e também por algumas bactérias que possuem atividade em ambiente basicos, sendo

que estas reduzem a proteina a amonia e aminas ( TOSI; JOBIM, 2001).

3.3 LACTOBACILLUS PLANTARUM.

De acordo com Stefanie et al. (2000 apud FILHO, 2010), as bactérias encontradas em
maior numero nas silagens sdo dos géneros Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Lactococcus e Streptococcus. Segundo McDonald (1991), estas no geral
suportam temperaturas entre 5°C e 50°C, porém a faixa de temperatura ideal varia entre 25°C
e 40°C, denominadas de mesofilas.

Conforme o descrito por Lima (1975 apud. FILHO, 2010), as mesmas também sao
gram positivas, catalase negativas, anaerdbias aerotolerantes e incapazes de sintetizar ATP
pela via respiratoria.

O Lactobacillus plantarum é uma espécie de bactéria heterofermentativas facultativa,
que produzem dacido lactico a partir da fermentacdo das hexoses (2 moles de acido latico a
partir de 1 mol de glicose) e também fermenta pentoses por possuirem enzima aldolase como
a fosfoquetolase (NETO, 2012). A cepa utilizada neste experimento foi classificada como
homofermentativa, pois produziu &cido latico em maior quantidade do que os outros
metabolitos, quando inoculada na casca de café (PAGNONCELLI et al.,, 2003). Como
utilizamos a mesma cepa na silagem de cana-de-agucar, podemos sugerir que elas irdo manter
o mesmo metabolismo homofermentativo, apesar de possuirem uma maior dificuldade nesse
material para ter acesso aos agucares presente.

No caso das heterofermentativas pertencem ao género das bactérias acido laticas com

capacidade genética para formar outros produtos a partir do piruvato, como o acetato, o etanol
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e 0 CO2 (PINHEIRO, 2008). J4 as homofermentativa, como produto da sua fermentag¢do tém

em quantidades significativas somente o acido latico.

3.4 INOCULACAO DE LACTOBACILLUS PLANTARUM EM SILAGEM DE CANA-
DE-ACUCAR E CASCA DE CAFE.

Segundo McDonald (1991 apud NETO, 2012), os Lactobacillus plantarum sao
espécies ideais para serem utilizadas como aditivos em silagens, pois sdo isolados
constantemente e, além disso, possuem algumas caracteristicas desejadas. A mesma possuem
crescimento vigoroso, habilidade de competir e dominar outros microrganismos, rota
homofermentativa, no caso da fermentagao das hexoses ( principal acticar das forragens), para
produzir quantidades elevadas de acido latico a partir de aguicares prontamente disponiveis,
ser acido tolerante, capaz de produzir em pH de pelo menos 4,0, de preferéncia o mais rapido
possivel para inibir a atividade dos outros microrganismos, ser capaz de fermentar glicose,
frutanas, sucrose, e preferencialmente acucares de 6 carbonos, ndo apresentar agdo sobre os
acidos organicos, possuir faixa de temperatura de crescimento até 50°C e ser habil de crescer
em substratos com baixo teor de umidade.

Apesar de serem ideais para inoculacdo na cana, estudos relatam que os Lactobacillus
plantarum causam maior perda de MS e energia do que a inoculacdo com os Lactobacillus
buchneri, pois o é&cido lactico produzido pelos L. plantarum s3o substrato para
desenvolvimento de leveduras ( FREITAS et al., 2006). Porém Schmidt et al., (2007) realizou
um estudo comparativo inoculando essas duas bactérias na silagem de cana, e ndo obteve
resultados estatisticamente significativos sobre a diferenca nos teores de matéria seca,
proteina, pH final, fibra detergente neutra e 4cido e produgdo de etanol.

A cepa de Lactobacillus plantarum LPB R-01, foi utilizada por Pagnoncelli, et al., (
2003) na inoculagdo com café, e ficou evidenciado que a mesma apresenta alta capacidade de
acidificagdo e tém um maior potencial de ser iniciadoras no processo de fermentacdo da
amostra.

Com os resultados obtidos no estudo a autora acima citada concluiu que as bactérias
homofermentativas tinham uma maior capacidade para acidificar no processo fermentativo,
principalmente nas primeiras horas. Quando inoculada na silagem de casca de café o acido
lactico foi o principal metabolito. A producdo dos outros acidos organicos foi bastante

reduzida, devido ao metabolismo homofermentativo. No entanto, o etanol foi produzido,
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provavelmente pela presenca de outros rnicroorganismos naturalmente presentes neste
substrato, tais como leveduras (PAGNONCELLI, et al., 2003).

Sabendo do potencial da mesma cepa para a utilizacao na silagem de casca de café,
procura-se saber se terd beneficios também na silagem de cana-de-agucar, sendo que este nao

¢ um produto comercial, porém com estudos que comprovem sua eficacia pode se tornar.
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4.0 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado e analisado nos laboratorios da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos, sendo a silagem de cana-de-acucar
fornecida por um produtor rural da cidade de Boa Esperanca do Iguagu-PR, que fica a uma
altitude de 521 metros e o clima ¢ classificado como subtropical imido, mesotérmico sem
estacdo de seca definida, de acordo com a classificagdo de Koppen, com médias de
temperatura mais quente de 22°C (IPARDS, 2017 e ALVARES et al., 2013).

Ja a cepa de Lactobacillus plantarum LPB R-01, foi fornecida liofilizada pelo grupo
de Processos Biotecnoldgicos da UFPR- Curitiba. A mesma recebeu ativacdo em um meio de
cultivo a base de melaco e extrato de leveduras.

Apos a ativacdo da bactéria, houve a diluicdo para concentragdo final de 10° UFC/ g
de silagem, sendo realizada a pulverizagdo de 25 mL do inoculo em recipiente com 10 m?* de
silagem, apds houve a homogeneizacdo da amostra que foi colada nos silos, sendo esses
analisados nos seus diferentes tempos fermentativos.

Foram realizadas 72 amostras, dispostas em dois tratamentos, um com a inoculacdo da
bactéria e outro o controle, com trés repeti¢des. O tempo de abertura apds o fechamento dos
silos foi de doze em doze horas, sendo que apds a amostra de tempo zero, analisou-se pH,
acidez titulavel e acucares redutores nas amostras de doze, vinte e quatro, trinta e seis,
quarenta e oito, sessenta e setenta e duas horas. Para as analises bromatologicas e de
nitrogénio amoniacal, foram utilizadas as amostras abertas no tempo zero, assim como sete,
quinze, trinta e quarenta dias.

A colheita da cana assim como a trituragdo foram totalmente mecanizadas, com um
tamanho de particula de aproximadamente 3 cm utilizando uma colheitadeira. Ap6s o corte do
material, o0 mesmo foi transportado em bolsas plasticas at¢ UTFPR-DV, onde receberam
imediatamente a inocula¢do com a cepa de Lactobacillus plantarum e houve a confeccido dos
microsilos, os quais permaneceram dentro de bolsas plasticas escuras para que ndo houvesse
interferéncia da luminosidade, e quando atingiram o tempo fermentativo proposto, foram
congeladas para interromper o desenvolvimento e crescimento bacteriano. No momento das
andlises as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente.

No ano de 2016, foram realizados os microsilos que apresentaram tempo fermentativo
entre 0 a 72 horas. Estes foram feitos com uma cana que foi colhida na primavera de 2016. Os

silos que foram dispostos nos diferentes periodos de dias, foram realizados com uma amostra
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de cana colhida no outono de 2017. Estima-se que ao total foi utilizado 100 kg da silagem

para realizacdo do processo de ensilagem nos microsilos.
4.1 REALIZACAO DOS MICRO SILOS E INOCULACAO DA BACTERIA.

Realizou-se e armazenaram-se os microsilos no laboratério de Parasitologia da
UTFPR-DV, sendo que para confeccao dos mesmos utilizou-se sacos plasticos transparentes
de 12 micras, para garantir que nao houvesse nenhum vazamento de ar e assim o
estabelecimento de um ambiente anaerobico.

A silagem de cana-de-agucar foi inoculada com concentragdo final de 10° UEC/ g,
utilizando método de aspersao e foi devidamente homogeneizada, e colocada nestes sacos. Os
sacos foram colocados dentro de um béquer de quatro litros e o plastico disposto com a borda
para fora. Com a utilizagdo de um bastdo de madeira com base plana, houve a compactacao
1,4 kg da amostra, correspondendo a 550 kg/ m’ em cada silo para que diminuisse a
concentracdo de oxigénio no interior da amostra, responsavel pelo processo de respiragado
celular e degradagdo do material.

Esses microsilos estiveram em uma bolsa plastica escura e ao atingirem seu tempo
fermentativo foram congelados, para impedir a atividade bacteriana.

No momento de abertura dos microsilos, eles foram descongelados em temperatura
ambiente e desprezados cerca de 5 cm da borda, sendo que o interior da amostra foi

homogeneizado e coletadas amostras para analises.
4.2 REALIZACAO DAS ANALISES

Para realizagcdo de pH e acidez titulavel, 25g da amostra foi processada com cerca de
150 mL de dgua destilada em um liquidificador industrial por um minuto. Apds, esse volume
foi completado até alcancar 250 mL. Esta amostra foi filtrada, e desse extrato aquoso foi
analisado pH com a utilizacdo de um potencidometro de bancada (VAN SOEST et al., 1991).
Para a determinacdo de acidez titulavel, foram colocadas trés gotas de fenolftaleina em uma
aliquota de 10 mL do extrato, e apds realizou-se a titulagdo com hidréxido de sédio (NAOH)
a 0,01% (MERCK, 1993).

Nas analises de agucares redutores utilizou-se o0 método de DNS (4cido 3,5 dinitro-

salicilico) (MILLER, 1959).
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Para a determinagdo de nitrogénio amoniacal, colocou-se 200 mL de H,SO4, em 25g
de silagem, material este que permaneceu 48 horas na geladeira e em seguida foi filtrado e
congelado para determinacao (ZANINE et al., 2006).

As analises de pH, acidez titulavel, nitrogénio amoniacal, agucares redutores e acidos
organicos, foram realizadas nos silos abertos em diferentes horas, variando de 0 a 72 horas.

Ja as andlises bromatoldgicas realizaram-se nas amostras advindas da abertura dos
silos nos diferentes dias variando de 0 a 45 dias. Para essas andlises foram coletados cerca de
500g de material, pré-secos em estufa ventilada a 55° C, para a determinacdo do teor de
matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido
(FDA), hemicelulose (HEM), matéria mineral (MM) e lignina (LIG). As andlises de FDN e
FDA foram realizadas seguindo as recomendacdes propostas por Van Soest (1967) e descritas

por Silva e Queiroz (2006).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi realizado de acordo com o delineamento experimental fatorial 2x5
(tratamento x tempo), sendo trés repeticdes, sete horarios e cinco dias fixo dispostos em dois
tratamentos. Os dados seguiram o seguinte modelo matematico:

Yij = ut+ Tit Bj+ TBij+ eij

1= tratamento;

j= dias;

e= erro de covariancia ;

As medias foram analisadas pelo programa SAS versdo 9.4 (2013), e comparadas

segundo o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia e por andlise de regressao.

O crescimento bacteriano foi estimado de acordo com a seguinte equagao:
KOZLOSKI, G. V., (2002)
p=In 2/td
u: taxa especifica de crescimento ( proporcao/h);
In 2: logaritmo neperiano de 2;

td: tempo de duplicagdo (h);
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5. RESULTADOS E DISCUSOES

As analises de pH, acidez titulavel e agucares ndo tiveram diferenga estatistica
significativa quando comparadas utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nao
houve diferenca significativa entre os dois tratamentos, porém houve efeito entre os horarios,

sendo o0 mesmo descrito pela equacao de regressao y=5.3219-0.1363x.

=—4—pH- Com bactérias =l—pH- Sem lacto. Plantarum
——Linear (pH- Com bactérias) —— Linear (pH- Sem lacto. Plantarum)
539 y =-0,1629x+5,4371 y =-0,1514x+35.43
? R2= 0:9022 R*= 0,901

5,17

4,54
441

Tempo 0 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 60 horas 72 horas

Grafico 1: resultados de pH em silagem de cana-de-actcar, inoculadas ou ndo com a bactéria Lactobacillus

plantarum.

Segundo Evangelista et al., (2004), para que seja garantida a menor atividade de
leveduras, enterobactérias e clostrideos, ¢ preciso que o pH caia o mais rapido possivel. Ao
final das 72 horas de tempo fermentativo os dois tratamentos tiveram um pH final bem
similar, sendo no tratamento controle de 4,54 ¢ no com a inoculagdo da bactéria 4,41.
Pedroso (2003), em um estudo com a silagem de cana-de-agucar, no terceiro dia de ensilagem
verificou que o pH das amostras ja se encontravam abaixo de 4,0. Como explicagdo para isso,
Mc Donald et al., (1991), relata que quando se trabalha com uma forrageira com alto teor de
acucares e baixos de proteina, como a cana, a estabilidade do pH ocorre antes do décimo dia
da ensilagem. Apesar de ndo apresentar diferenga significativa entre os dois tratamentos,

ambos ficaram dentro do indicado para os valores ideais citados por Mc Donald (1991).
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Ja a variavel acido latico, foi submetida a andlise de regressdo, podendo ser descrita
pela equacao y =0.0025+0.001751x, que demonstrou aumento da acidez em fun¢do do tempo,

bem como ja era esperado (grafico 2).

0.3
0,25 T ¥ = 0,0269x+ 0,0312
R2=0,9367
wy
E 0.2 —4— % 2¢. Lactico MS com B
=
Q
= 0.15 —l—9% de ac. Lactico médio
= 5 L na Ms -SEM B
£
[}
S o » y =0.028x+ 0,0267
R?=0,8966
0,05 -
Tempo 12h  24h 36h  48h 60h  T72h
o

Grafico 2: Resultados de acidez titulavel em silagens de cana-de-agucar inoculadas ou nido com a

bactéria Lactobacillus plantarum.

Ambos os tratamentos nao apresentaram diferenga estatistica significativa, sendo que
houve poucas variagdes dos acidos lacticos produzidos. Os Lactobacillus plantarum sao
heterofermentativos facultativos, entdo no caso da inoculagdo na cana-de-agucar, nao
podemos definir se seu metabolismo foi heterofermentativo ou homofermentativo somente
com as analises de acidez titulavel. J4 no tratamento controle, a variagdo também foi pequena,
possivelmente pelas amostras de silagens ndo serem estéreis ¢ dessa maneira conter uma carga
bacteriana natural, que possui bactérias de varios géneros e metabolismos.

Os valores encontrados foram muito inferiores aos relatados por Mufioz-Maldonado
(2007) de 5,02% da MS, e por Freitas et al. (2006), de 5,30% da MS. Porém estes valores
encontrados nao correspondem a producao total de acido latico durante o tempo fermentativo
ja que parte deste mesmo acido embora mais frequente em condi¢des de aerobiose ¢ utilizado
pelas bactérias e leveduras para produgao de etanol.

No que diz respeito aos agucares, eles sdo utilizados para fermentagdo tanto pelas
bactérias quanto por leveduras para produg¢do de etanol, o que acaba diminuindo a

disponibilidade do mesmo, como demonstrado no grafico 3.
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Grafico 3: Resultados de agucares redutores presentes na silage de cana-de-agtcar inoculada ou ndo com

Lactobacillus plantarum.

Os acgtcares redutores sao formados por glicose e frutose, sendo o que realmente esté
disponivel para a utilizagdo pelos microrganismos (FERNANDES, 2003). Os valores
encontrados neste trabalho ndo foram diferentes significativamente entre os dois tratamentos.
Os acucares redutores no caldo podem variar de acordo com o ponto de maturacdo da cana-
de-agucar e também com sua variedade. Os encontrados neste trabalho foram superiores aos
encontrados por Oliveira (1999), que variou de 0,90 a 1,25%, o mesmo autor ainda conclui
que as que apresentaram maior quantidade de agtcares, possuiam qualidade inferior para o
corte.

O crescimento bacteriano também ¢ uma varidvel interessante, sendo que esta pode ser

estimado com relagdo ao tempo. O mesmo esté representado no grafico 4 abaixo.

Crescimento bacteriano
6,00

5,50 e

5,00 /
4,50 /
/

Populagdo bactériana ( log 10)

4,00 /
3.50 >—0
3,00
tempo O 12h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Grafico 4: Estimativa de crescimento bacteriano do Lactobacillus plantarum em todas as condigdes

ideais com base na formula p= In 2/td.
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O crescimento bacteriano foi estimado com base na férmula descrita por Kozloski
(2002), sendo que os valores utilizados na féormula foram encontrados na literatura como
sendo valores especificos para o Lactobacillus plantarum, desde que todas suas premissas de
exigéncias estejam sendo atendidas.

O crescimento bacteriano pode ser afetado por alguns fatores, dentre eles cita-se a
disponibilidade de nutrientes essenciais. No crescimento exponencial sdo caracterizadas
algumas fases, dentre elas a primeira ¢ descrita como um crescimento lento das células,
basicamente por uma questdo de adaptacao das bactérias ao novo meio de cultivo, a segunda
fase seria a de crescimento exponencial, sendo que os maiores numeros de células estdo em
divisdo. No grafico 4 a estimativa de crescimento leva em consideracio o volume
inicialmente inoculado e a variavel tempo de duplicacao, nao sendo levado em considerando a
disponibilidade de nutrientes (HORNES et al, 2010).

Como demonstrado no grafico 4, as bactérias presentes neste meio estariam na fase em
que ha crescimento acelerado exponencial. Isso pode ser explicado pela alta concentragao de
acucares na silagem de cana-de-agucar, sendo que apds a adaptacdo ao ambiente, essas
bactérias teriam grande quantidade de carboidratos para fermentagao.

Outro ponto para ressaltar ¢ que os resultados de agucares tiveram uma grande
variagdo entre os tempos fermentativos, sendo que devido a alta taxa de atividade das
bactérias elas utilizam esses aglicares, mas também durante essa quebra acabam liberando

moléculas de carboidratos e esse pode ser o motivo para a variagao dos teores de aglcares.

5.1 COMPOSICAO BROMATOLOGICA.

As andlises dos componentes bromatologicos apresentam a qualidade em termos
nutricionais deste alimento, sendo que os componentes bromatoldgicos analisados foram:
Fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM), proteina
bruta (PB), matéria mineral (MM), lignina (LIG) e nitrogénio amoniacal (N-Amoniacal). Nao
houve significancia entre os tratamentos de silagem de cana-de-ag¢ticar com a inoculacao da
bactéria e o tratamento controle, sendo assim as médias submetidas ao teste de comparacao de
média por Tukey a 5% de probabilidade, como demonstrado na tabela 1. Somente os valores
de FDA que apresentaram intera¢do entre o tratamento e o dia, com nivel de significancia de

1%.



22

Tabela 1: Componentes bromatolégicos das variaveis MS, PB, MM, FDN, HEM, LIG, N-amoniacal da silagem

de cana-de-agucar inoculada ou ndo com Lactobacillus plantarum.

COMPARACAOENTRE AS MEDIAS DOS DIAS

Dias M5 PB MM FDN HEM LIG  N-amoniacal

Tempo 0 2726a 3.11a 391b 5489b 10.97b 7.06b 1.82a

7 dias 2397b  388a 492ab 739a 2947a 943a 1.65 ab

15 dias 2346b 398a 529a 76.03a 2034ab  932a 144 be

30 dias 2105ab 382a 554a 7247a 2105ab  922ab 143bc

45 dias 2264b  420a 445ab T467a 1844ab 963a 1.32 ¢

WS (%) = Maténia seca; PB (%) = Proteina Bruta; MM (%) = Maténa Mineral; FDN (%) =Fibra em
Detergente Neutro; LIG (%) = Lignina; HEM (%) = Hemicelulose; N-amoniacal (% N total)= Nitrogénio
amoniacal

WValores seguidos pela mesma letra na coluna, nio diferem entre =i, pelo teste de Tukey,a 3% de probabilidade

Os teores de matéria seca, como podem ser observados na tabela 1, tiveram perdas
gradativas, sendo que variou de 27,26 a 21,72%, ficando bem préximos aos encontrados por
Queiroz (2006) de 23,1%, porém foram inferiores aos encontrados por Valeriano et al. (2009)
que encontrou 32% quando houve inoculagdo com Lactobacillus plantarum.

A perda de matéria seca desse estudo, pode estar associada ao metabolismo
heterofermentativa facultativo da bactéria, quanto a presenca de leveduras no meio, sendo que
a sacarose pode ter sido utilizada por ambos e como resultado desse fermentagdao houve perda
de matéria seca e de valor nutritivo, pois os acucares podem ter sido convertidos em etanol,
CO,, e agua ( MIRANDA, 2006).

J& os teores de PB ndo apresentaram significancia em nenhum dos tratamentos, assim
como ndo tiveram diferenca estatisticas nas médias encontradas nos dias de fermentagao.
Entretanto, o0s mesmos variaram de 3,11% na MS ¢ 4,2% na MS, resultados estes
semelhantes ao encontrados por Neto et al. (2013), que quando comparou a silagem de cana-
de-agticar inoculada com uma cepa de Lactobacillus buchneri em relacdo a silagem de cana-
de-agticar sem inoculantes percebeu que ambas ndo tinham diferenca estatistica significativa e
encontrou valores de 3,55 % na silagem sem inoculante e de 3,47 % quando adicionado o
Lactobacillus buchneri.

Valeriano et al. (2009), quando trabalhou com diferentes inoculantes, conclui que a
inoculacdo com Lactobacillus plantarum na silagem de cana-de-agucar, ndo interferiu nos
teores de PB, sendo que também nao houve diferenga siginificativo quando comparado com o

tratamento controle e os valores ficaram entre 3,6 ¢ 4,2%.
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Durante o periodo de fermentacdo houve aumentos nos teores de proteina, sendo que
Valeriano et al. (2009), atribui esses aumentos devido & utilizagdo dos carboidratos soluveis
pelos microrganismos em ambos tratamentos. Ainda Rotz & Muck (1994), dizem que este
valor pode aumentar de 1 a 2 unidades percentuais na MS durante este processo.

No caso da analise dos teores de cinzas, sdo normalmente muito baixas na cana-de-
acucar, segundo Valeriano et al. (2009). Os valores encontrados neste trabalho foram
inferiores aos encontrados por Schmidt et al. (2007), porém foram superiores aos encontrados
por Santos et al. (2008). Segundo Valeriano et al. (2009), essas diferencas dos valores de
cinzas encontrados na literatura, sdo decorrentes das diferentes cultivares utilizadas, assim
como a idade da planta e a adubacdo. Ja Pedroso et al. (2005), observaram que os teores de
cinzas na silagem de cana aumentam com a fermentagdo, o que também ocorreu neste estudo,
esse mesmo autor justifica esse acontecimento devido as perda de nutrientes na forma de
gases e pelo efluente durante a ensilagem.

Ja os teores de hemicelulose foram calculados pela diferenca entre os teores de FDN e
FDA. Os mesmo variou de 10,70 % na MS no tempo 0 4 29,47 % no sétimo dia, e depois
houve decréscimos em seus valores. Ribeiro et al. (2010), encontrou valores bem semelhantes
em silagens de duas variedades de cana-de-acucar a CB 45-3 e RB 72-454, sendo 15,9% e
20,5% respectivamente. Schmidt et al. (2007) encontrou valores de 23,70 % na MS de
hemiceulose, em silagens quando receberam inoculacdo com uma cepa de Lactobacillus
plantarun, sendo que houve um aumento de 0,6 pontos percentuais em relacao ao tratamento
controle.

Porém Woolford (1984), concluiu que durante a fermentagdo os teores de
hemicelulose podem diminuir, bem como encontrado nesse estudo, isso pode estar ligado a
degradacao por agdo de proprias enzimas da planta e hidrolise acida.

Como observado na tabela 1, os teores de lignina foram aumentando de acordo com os
dias de fermentacdo. Ribeiro et al. (2010), encontrou valores bem préximos aos observados
neste trabalho. A lignina pode formar complexos com a celulose e a hemicelulose,
dificultando o aproveitamento dos nutrientes para animal. Esse aumento provavelmente pode
ter ocorrido, pois as bactérias utilizam os carboidratos soluveis para sua multiplicacdo, e para
isso consomem os carboidratos ndo fibrosos primeiramente e apds os carboidratos fibrosos
que estdo complexados com a lignina.

Outra analise que comprova a qualidade do método de ensilagem, sdo os valores
encontrados de perda de nitrogénio amoniacal, sendo que neste trabalho variou de 1,8 % e 1,3

% na MS. Considerando que o nitrogénio amoniacal ¢ produto da fermentacdo de clostridicas,
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Brito et al. (1998), descreve que valores acima de 10% sdo indicativos de uma silagem de mé
qualidade que esta em intensa proteolise. Entretanto para Itavo et al. (1998), valores de 8% ja
indicam estad elevada proteolise do material ensilado. Os valores encontrados neste trabalho
ficaram bem baixos, ¢ sdo indicativos que ndo houve uma intensa taxa de protedlise do
material, além de que como o verificado na andlise de pH, no método utilizado os valores
cairam rapidamente devido ao baixo teor de proteina da cana-de-agticar, o que inibe a
atividade do clostridio.

Teixeira et al. ( 2005), quando trabalharam com silagem de capim elefante com
aplicag¢do de diferente niveis de farelo de cacau, também encontraram valores bem proximos
ao deste presente trabalho, sendo que variou de 0,59% e 1,65% em relag@o ao nitrogénio total.

A tabela 2, apresenta os valores encontrados para as médias de FDA, sendo que a
mesma demonstrou interacdo entre tratamento e dia, quando comparadas com Tukey a 1% de

probabilidade.

Tabela 2: % de FDA presente na MS de silagem de cana-de-agiicar inoculadas ou nido com

Lactobacillus plantarum.

FDA

Dias Tratamento Tratamento

~ombactés Semn bactén

Tempa 0 4060b A 3824c B
T dias 34443 A 3217b A
15 dias 37483 A 546TaA
30 dias 3541a A 3317b A
45 dias 5006bE 62.86aA

Valores seguidos pela mesma letra maitscula ndo se diferem entre as colunas e valores seguidos pela mesma

letra mintiscula ndo se diferem entre os valores presentes nas linhas.

Schmidt et al. (2011), ao inocular Lactobacillus buchneri na silagem de cana-de-
acucar, obteve resultados semelhantes ao deste trabalho para os teores de FDN (tabela 1) e
FDA (tabela 2), entretanto eles ndo foram influenciados pela adicdo do inoculante.

Neto et al. (2013), encontraram valores de FDN e FDA, em torno de 10% menor do
que os encontrados neste presente trabalho. Porém Schimidt et al (2011), atribuiu os valores
superiores aos encontrados na maioria das literaturas devido as altas perdas fermentativas e a

producao de etanol verificadas em seu trabalho.
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Além disso, Pedroso et al. (2007) observaram que os teores de FDN e FDA vao se
tornando mais concentrado na matéria seca, isso ocorre devido a perda de carboidratos
soluveis na forma de gases e efluentes durante a ensilagem.

Valeriano et al. (2009), quando testaram alguns aditivos microbianos na silagem de
cana-de-agucar, dentre eles o Lactobacillus plantarum, ndo observaram nenhuma influéncia
do mesmo nos teores de FDN e FDA, porém também encontraram valores bem menores do
que os observados neste estudo.

Os valores de FDN encontrados neste estudo ficaram proximos aos encontrados por
Schmidt et al (2011) que encontraram em média 70% na MS, utilizando diferentes
inoculantes, assim como os valores de FDA, sendo este encontrado proximo a 55% na MS.

Os valores de aumentos de FDN, FDA e lignina nesse trabalho, demonstram que a
inoculagdo do Lactobacillus plantarum em nivel de animal, ndo conseguiu controlar esses
aumentos. O FDN contempla as fa¢des celulose, hemicelulose e lignina, e ¢ um limitante de
consumo do alimento pelo animal. No caso do FDA, o mesmo envolve as fragdes celulose e
lignina, estando relacionado com a digestibilidade do alimento. A lignina ¢ uma fragdo
indigestivel para o animal, entdo o seu aumento causara apenas a sensagao de enchimento.

Esses aumentos possivelmente irdo causar reflexos negativos no animal, sendo que o
mesmo terd seu consumo limitado, porém esse consumo ndo conseguird suprir suas
necessidades, pois a digestibilidade da silagem serd baixa, entdo o mesmo ficard em déficit

negativo.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho conclui-se que somente os resultados significativos encontrados em
relagdo as analises de FDA, ndo sdao o suficiente para ser indicada a utilizagdo do

Lactobacillus plantarum como inoculante na silagem de cana-de-agucar.
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