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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢do de dcido propidnico [1% com base na matéria natural (MN)]
e de uma nova cepa de Lactobacillus buchneri (UFLA SIL 72) (média de 1,55 x 10° ufc/g de
forragem) sobre os pardmetros fermentativos e microbioldgicos de silagens de cana-de-agticar apds 60
e 170 dias de fermentagdo. Utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso, com arranjo fatorial 2 x 2 x
2 dos tratamentos. A adicdo de 4cido propidnico reduziu a viabilidade celular de todos
microrganismos avaliados. A aplicagdo da cepa de L. buchneri no tratamento com acido propidnico
ndo foi capaz de aumentar no ndimero de bactérias ldticas na silagem. Ambos aditivos inibiram o
crescimento de clostridios, sendo observado um maior efeito quando utilizados simultaneamente. A
aplicagdo de acido propidnico e da cepa indigena de L. buchneri € uma alternativa vidvel para o
controle do crescimento de leveduras e clostridios em silagens de cana-de-acticar.

Palavras-chaves: dcidos organicos, leveduras, clostridios, bactérias do acido latico

INTRODUCAO

No processo fermentativo da sacarose, conduzido majoritariamente por leveduras, ocorre
perda acentuada de matéria seca (MS) e de conteido energético, devido a conversdo de acticares em
etanol, CO, e 4gua (Kung Junior & Stanley, 1982). A importancia desses microrganismos no processo
fermentativo da silagem estd relacionada com perdas, durante a fermentacdo e deterioracdo aerdbia
durante a desensilagem, porque esse grupo de microrganismo é capaz de exercer sua atividade
metabdlica tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio (McDonald et al., 1991). Em condic¢des
aerdbias, as leveduras podem degradar o dcido latico com consequente aumento nos valores de pH
promovendo, assim, condicdes para que outros microrganismos deterioradores se estabelecam
(McDonald et al., 1991).

Acidos organicos sio aditivos classificados como inibidores de fermentagdo. Sio utilizados
tanto como antimicrobianos quanto como acidificadores. Com isso podem modificar a fermentagdo da
silagem. O 4cido propidnico, utilizado como inibidor do crescimento de leveduras e mofos, aumenta a
estabilidade aerdbia das silagens. Esse 4cido € considerado um fungicida ou um fungistatico (Kung
Junior et al., 2003). A utilizagao de 4cidos orgénicos em silagem de cana-de-actcar teria o intuito de
acelerar a queda no valor de pH e reduzir, principalmente, a populacdo epifitica de microrganismos
indesejaveis evitando seu crescimento.

A inabilidade de bactérias do 4cido latico (BAL) homofermentativas, em promover a
estabilidade aerdbia de silagens, despertou o interesse da pesquisa pelo uso de bactérias heteroldticas,
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capazes de produzir dcidos com efeito antifiingico e, ao mesmo tempo, estiveis em meio aerébio
(Kung Junior et al., 2003). A espécie L. buchneri tornou-se uma opc¢do como aditivo, pois, além de
produzir dcido acético, que é comprovadamente um antiftingico (Danner, 2002), ndo produz (ou
produz em menor concentragdo) etanol, em fungao da auséncia da enzima acetaldeido desidrogenase.
O uso conjunto de 4cido propidnico e de uma cepa de BAL heterolatica, produtora de dcido
acético, poderia promover a reducio do crescimento de leveduras e clostridios durante a ensilagem de
cana-de-acucar. Alem garantir um menor pH final da silagem. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
uso desses aditivos e suas combinacdes em silagem de cana-de-agticar em dois tempos de ensilagem.

MATERIAL E METODOS

A cana-de-agucar foi colhida manualmente e triturada em picadeira de forragem. Os
tratamentos foram: uma cepa indigena de L. buchneri (UFLA SIL 72, Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG) e dcido propidnico, na dosagem de 1% na matéria natural. O experimento foi conduzido
em um delineamento de blocos casualizados, sendo formados quatro blocos (um por dia). Os
tratamentos foram dispostos em um arranjo fatorial do tipo 2 (adi¢do ou ndo de 4cido propidnico) x 2
(adi¢@o ou ndo de L. buchneri) x 2 (avaliacdo com 60 ou 170 dias), totalizando oito combinagdes.

Ap6s ter sido realizada a contagem microbiana em laboratério, as seguintes dosagens de
inoculante foram homogeneizadas a cana: de 1,15 x 10® ufc/mL, no primeiro dia, 1,9 x 10® ufc/mL, no
segundo dia, 1,7 x 10® ufc/mL, no terceiro e quarto dias de incubacdo. Como silos experimentais
foram utilizados baldes plasticos com volume de 15L, que foram vedados com lona plastica e fita
adesiva. Para a determinacdo dos 4cidos graxos voldteis, dcido ldtico e etanol, foram utilizadas
técnicas de cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC), para isso extratos aquosos das amostras de
silagens foram obtidos homogeneizando 30g da amostra com 270 mL de dgua destilada. Do volume
final obtido para cada amostra, foram retiradas duas por¢des, uma foi utilizada para leitura de etanol.
A outra porg¢do, utilizada para mensuracdo de 4cidos graxos voléteis e lactato, foi acidificada com 10
pL de 4cido sulfirico na concentragao de 50% (v/v) (Canale et al., 1984). O teor de MS foi mensurado
por desidratacdo a 55° C por 72 horas, seguida de desidratacdo a 100° C por 24 horas da amostra pré-
seca e triturada. O teor de fibra em detergente neutro (FDN) da amostra pré-seca foi mensurado com
um determinador de fibra (Tecnal Equipamentos para Laboratério Ltda, Piracicaba, SP). Para
mensuragdo do pH, 100 mL de dgua destilada foram adicionados a 15 g da amostra; a solucio foi
mantida em agitacdo por 10 minutos, quando se procedeu a leitura do pH.

Para as andlises microbioldgicas, 70g da amostra foram colocadas em Erlenmeyers com 630
mL de 4gua peptonada estéril (1% de peptona e 5% de NaCl, esterilizada a 121°C por 15 min.) e
agitadas durante 20 minutos. A partir desta amostra foram preparadas dilui¢des seriadas para se
proceder o plaqueamento. Para contagem de BAL foi utilizado o meio MRS (Difco), acrescido de
nistatina (4 mL/L). O meio YEPG, acrescido de cloranfenicol (0,1 g/L), foi utilizado para contagem de
leveduras. As placas foram incubadas a 28°C e a contagem efetuada apds 48 horas de incubagdo. Para
a quantificacdo de clostridios utilizou-se o caldo DRCB (Differential Reinforced Clostridial
Broth)(Himedia) acrescido de dgar (16 g/L). As placas foram incubadas por 7 dias a 37°C, em cubas
de anaerobiose, empregando, para isto saches AnaeroGenTM (Oxoid).

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do SAS por modelo contendo os efeitos
fixos de inoculante (L. buchneri UFLA SIL 72), 4cido propionico e as interagcdes entre inoculante
microbiano e 4cido propidnico e inoculante microbiano, 4cido propidnico e tempo de ensilagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interagdo significativa (Tabela 2) entre todos os fatores avaliados (4cido, inoculante
microbiano e dia) sobre o nimero de células vidveis de clostridios e BAL. O tratamento com acido
propidnico e L. buchneri teve efeito em reduzir o nimero desses microrganismos, essa reducdo foi
mais acentuada com 170 dias de ensilagem. Esse efeito tardio da inoculacdo com L. buchneri também
foi observado por Schmidt et al. (2009), indicando, assim, uma maior tolerincia as condicdes 4cidas.



XIX CONGRESSO DE P()S-GRADUA(;AO DA UFLA
27 de setembro a 01 de outubro de 2010

A adi¢@o de 4cido propidnico reduziu o nimero de células vidveis de leveduras, BAL e
clostridios, a aplicacdo desse aditivo aumentou os teores de dcido butirico e etanol na silagem (Tabela
1). A cepa de L. buchneri avaliada reduziu a populacdo de leveduras e clostridios e também o teor de
etanol na silagem. Avila et al. (2009) também observaram menor teor de etanol e reducdo na
populagao de leveduras com a utilizagdo dessa mesma cepa.

Tabela 1 Composicdo quimica e microbioldgica de silagem de cana-de-acticar tratada com propionato
ou inoculante microbiano, em dois tempos de ensilagem.

Com inoculante Sem inoculante
TE! Com Sem Com Sem

oz JR L 2
Variavel (dias) V92 sido  4cido  dcido  dcido M
%MS’ 60 22,4 21,7 22,6 22,1 23,2

170 21,1 20,4 21,0 20,8 22,2
Média 21,1 21,8 21,5 22,7 0,27
%FDN* 60 56,8 57,4 57,7 59,1 52,9
170 61,1 63,5 59,5 63,5 57,8
Média 60,5 58,6 61,3 55,4 1,50
60 5,41 4,59 6,11 4,84 6,08
Leveduras (log ufcs/g silagem) 170 4,78 3,71 5,32 4,41 5,66
Média 4,15 5,72 4,63 5,87 0,26
60 8,58 8,46*  8,66* 8,48*  8,70*
BAL (log ufc/g silagem) 170 7,85 6,91* 8,27*  7,80* 8,41*
Média 7,69 8,47 8,14 8,56 0,13
60 8,30 8,16  845*  8,05*  8,55%
Clostridium (log ufc/g silagem) 170 7,75 6,43*  8,31*  7,83*  8,44%
Média 7,30 8,38 7,94 8,50 0,11
pH 60 3,91 3,85 3,98 3,87 3,95
170 3,92 3,85 4,00 3,85 3,97
Média 3,85 3,99 3,86 3,96 0,02
Ac. Latico (% MS) 60 6,75 7,07 6,09 6,56 7,27
170 7,22 7,56 7,14 7,03 7,14
Média 7,32 6,62 6,80 7,21 0,32
Ac. Acético (%MS) 60 3,68 3,85 4,01 3,14 3,73
170 5,30 6,96 4,95 4,89 4,39
Média 5,41 4,48 4,02 4,06 0,38
Ac. Propidnico (% MS) 60 2,55 5,07 0,88 3,46 0,78
170 3,08 4,91 1,94 4,00 1,47
Média 4,99 1,41 3,73 1,13 0,58
Ac. Butirico (% MS) 60 0,33 0,43 0,08 0,65 0,14
170 0,66 1,00 0,68 0,48 0,46
Média 0,72 0,38 0,57 0,30 0,16
Etanol (% MS) 60 4,62 4,92 3,28 6,49 3,80
170 3,89 4,12 2,97 5,57 2,88
Média 4,52 3,13 6,03 3,34 0,54

'TE - tempo de ensilagem; ’EPM - erro padriao das médias; ’MS — Matéria seca; “FDN — Fibra em
detergente neutro; Sufc — unidade formadora de coldnia. *P < 0,01 — para interacdo entre trés fatores.

Com 170 dias de fermentacdo, a menor populacdo de BAL foi observada no tratamento com
inoculante e dcido (6,91 log ufc/g silagem). Na silagem sem adicdo de inoculante ou &cido, as
contagens de BAL foram altas (Tabela 1). Ressalta-se que, tanto na presenga quanto na auséncia do
inoculante, a adi¢do de dcido causou uma reducdo na contagem de BAL aos 170 dias (Tabela 1).
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A adi¢do de inoculante microbiano no tratamento com 4cido propidnico nio teve efeito na
contagem total de BAL até os 60 dias da ensilagem; com 170 dias essa combinagdo resultou em
decréscimo na populacdo de bactérias liticas. A justificativa para esse fato seria uma sele¢do de
espécies, em que as cepas mais resistentes as condicdes dcidas, porém, com menor viabilidade ao
longo da fermentag¢do, dominaram o processo fermentativo. Nos tratamentos apenas com inoculante e
apenas com 4cido, foram observadas menores produgdes de 4cido ldtico, quando comparados com a
silagem sem tratamento (Tabela 1).

Tabela 2 Probabilidade para os efeitos contidos no modelo

Variavel PT P A? PIxA® P IxAxD*
%MS <0,01 <0,01 0,34 0,5
%FDN 0,27 <0,01 0,05 0,24
Leveduras 0,09 <0,01 0,38 0,91
BAL <0,01 <0,01 0,06 0,04
Clostridium <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
pH 0,44 <0,01 0,21 0,84
Ac. Litico 0,87 0,51 0,02 0,22
Ac. Acético <0,01 0,11 0,08 0,32
Ac. Propinico 0,07 <0,01 0,24 0,54
Ac. Butirico 0,31 0,01 0,78 0,32
Etanol 0,03 <0,01 0,10 0,75

'PI=Probabilidade para o efeito de inoculante.’PA=Probabilidade para o efeito de
aditivo.’PIA=Probabilidade interacio entre inoculante e aditivo ‘PIxAxD=Probabilidade interagio
entre inoculante, aditivo e dias de ensilagem.

CONCLUSAO

O uso dos aditivos avaliados demonstrou ser uma estratégia plausivel para reduzir a presenca
de microrganismos indesejdveis em silagens de cana de acucar. A adi¢do dessa cepa de L. buchneri
também foi capaz de reduzir o teor de etanol nessas silagens.
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