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1. Resumo
Avaliacdo da dindmica da populacdo de microrganismos em plantas de cana-de-agucar

IAC (93-3046)

O numero das espécies microbianas presentes na forragem no ato da colheita é responsavel
pelo padrédo de fermentacdo da silagem, sendo que o numero de unidades formadoras de
colénia (ufc) € alterado ao longo do ciclo da cultura e das condi¢cdes ambientais, e esse fato,
influencia fortemente a eficacia de aditivos utilizados no processo. Neste contexto, trés
experimentos foram conduzidos a fim de caracterizar a populacdo microbiana em plantas de
cana-de-agucar. No primeiro experimento foi caracterizada a populagdo microbiana em plantas
de cana-de-acucar por meio da técnica de plagueamento. Os tratamentos impostos foram
compostos por duas fontes de adubacdo (NPK e NPK associado a esteco bovino curtido —
120kg de N/ha) da cana-de-acucar colhidas manualmente com vista a quantificacdo do niumero
de bactérias acido laticas, leveduras e mofos, bem como relacionar suas frequéncias de
ocorréncia com efeitos ambientais, fonte de fertilizante e estadio de maturacdo, com colheitas
realizadas aos 10, 12, 14 e 18 meses, correspondendo aos meses de Marco, Maio, Julho e
Novembro de 2009, respectivamente. No segundo experimento foram avaliadas as variaveis
biométricas, morfologicas, dindmica de acumulo de MS e dos nutrientes em cana-de-agucar
submetida as fontes de fertilizacdo, descritas anteriormente. No terceiro experimento foi
realizada avaliacdo quimica e bromatolégica de cana-de-acUcar submetida a fontes de
adubacdo. O experimento composto por blocos inteiramente casualizados sendo 6 blocos sub-
divididos em 2 parcelas. Os dados gerados foram analisados pelo procedimento Proc Mixed e
Proc NLIN, do programa SAS. Nao se observou efeito do tratamento sobre nunhuma variavel
avaliada. A produtividade média de massa verde variou entre 162 e 188 tMV/ha, podendo ser
considerada elevada. O numero de folhas verdes partiu de 9,5 aos 10 meses e atingiu cerca de
10 aos 18, o0 que é esperado, uma vez que ao passar do tempo hd aumento da biomassa das
plantas. O mesmo se observo para folhas secas, partindo de cerca de zero folhas por planta
até cerca de 3 folhas. O peso das folhas também foi crescente. O peso e comprimento do
colmo aumentaram de Marco para Maio, mas apartir de Maio e Julho esse crescimento foi
estagnado, ndo aumentando significativamente devido a seca. Porém, apartir de Julho esse
crescimento voltou a ocorrer com o aumento das chuvas. A cana-de-acUcar apresentou 10
°Brix aos 10 meses, 17°Brix aos 12 meses e 20°brix aos 20 meses. O indice de maturidade
aumentou, saindo de 33,46 aos 10 meses e atingindo 88,5 aos 18 meses. Aos 12 meses a
cana-de-acgucar apresentou teor de matéria seca de 24%, e aos 18 meses 28%. Os teores de
FDN e FDA da planta inteira dimunuiu ao longo do tempo, dos 10 meses (61% e 38,4% de
FDN e FDA, respectivamente) para 0s 12 meses e permanecendo constante até os 18 meses
(55% e 35,6% de FDN e FDA, respctivamente). Foi observado que existe correlacao positiva
entre DIVMS e do °Brix,e a equacdo, DIVMS = 41,35 + °Brix ; com R?=0,73 e P<0,01 se
estabelecendo como ferramenta importante para se estimar a DIVMS. Ao longo do tempo, a
contagem de bactérias acido laticas e de leveduras foi crescente. De forma geral, todas as
fragOes da planta apresentaram contagem numericamente semelhante, partindo de cerca de 4
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log ufc/gMV aos 10 meses e atingindo cerca de 5,5 log ufc/gMV aos 18 meses. Aos 10 meses
a planta inteira de cana-de-acucar apresentou contagem de leveduras de 4 log ufc/g MV
permanecendo constante até os 18 meses, quando atingiu 5,7 log ufc/g MV. A fonte de
adubacao, quer seja quimica ou organica, ndo interfere na populacdo de microrganismos, que
entretanto, varia em funcéo do periodo experimental e das condi¢des climéaticas.

Palavras-chave: Bactérias acido-laticas, cana-de-acucar; colmo; folhas secas; folhas verdes;
planta inteira; leveduras
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2. Abstract
Assessment of microorganisms dynamics in sugarcane IAC (93-3046) plants

The numbe of microbial species in forages during the ensiling is responsible for the silage
fermentation, and the numbeof colony forming units (cfu) changes during the crop cycle and
environmental conditions. It suggests that the initial microbial profile strongly influences the
effectiveness of additives used in the process. In this context, we propose three trials to
characterize the microbial population in plants of sugarcane. The first trial evaluated the
microbial population in plants of sugarcane by the technique of pour plating. The treatment
consisted of two levels of fertilization (NPK and NPK associated with solid manure - 120kg N /
ha) applied immediately after sugarcane was harvested by hand. The objective was quantify the
number of lactic acid bacteria, yeasts and molds, as well as relating their frequencies with
environmental effects, fertilization and stage of maturation, with samples taken at 10, 12, 14
and 18 months, corresponding to the months of March, May, July and November 2009. The
second trial measured the biometric variables, morphological, the accumulation of dry matter
and nutrients in sugarcane subjected the sources of fertilization, as mensioned. The third trial
performed chemical assessments of sugarcane subjected to the sources of fertilization. The
trials consisted of a completely randomized design with six blocks sub-divided into two
plots. Data were analyzed by the procedure Proc Mixed and Proc NLIN of SAS program. There
was no effect of treatment in any trial. The fresh yield ranged from 162 to 188tGM/ha which can
be considered high. The number of green leaves was increased from 9.5 to 10 to 10 to 18,
which is expected, since there is an increase of plant biomass across the time. The same was
observed for dead leaves, from about O leaves per plant up to 3 leaves. The weight of the
leaves was also increased. The weight and length of the stem increased from March to May,
and became more intensive from July with increasing rainfall. However, during the dry season
(May - July) there was a decreased growing rate.The sugarcane °Brix was 10 at 10 months, 17
°Brix at 12 months and 20°Brix to 20 months. The maturity index increased, from 33.46 to 10
months reaching 88.5 at 18 months. At 12 months the sugarcane showed dry matter content of
24% and 28% at 18 month. The NDF and ADF of the whole plant decreased over time from 10
months (61% and 38.4% NDF and ADF, respectively) for 12 months and remained constant
until 18 months (55% and 35 6% NDF and ADF, respectively). A is positive correlation between
IVDMD and °Brix was observed, and the equation, IVDMD = 41.35 + °Brix, with R> = 0.73 and P
<0.01 is an important tool to estimate IVDMD. Over time, the counts of lactic acid bacteria were
increased. In general, all plant fractions showed similar counts, starting from 4 log cfu/gGM to
10 months and reaching about 5.5 log cfu/gGM to 18 months. At 10 months the whole plant
sugarcane had yeast count of 4 log cfu/gGM remaining constant until 18 months, when it
reached 5.7 log cfu / g MV. The source of fertilizer, whether chemical or organic, does not
interfere in the population of microorganisms, however, varies depending on the experimental
period and climatic conditions.

Key words: Dry leaves, green leaves, lactic acid bacteria, stem, sugar cane, whole plant, yeast
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3. Introducéo

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com area estimada
de cerca de 5,343 milhdes de hectares e producéo estimada de 691,7 milhdes de toneladas
(IBGE, 2009). O estado de Sao Paulo, o maior produtor brasileiro apresenta produtividade
média de 78 toneladas de cana por hectare, e possui diversas unidades produtoras que
ultrapassaram a marca de 90 a 95 toneladas de cana por hectare (MACEDO, 2008). Nas
ultimas décadas o Brasil dobrou sua &rea de cana-de-acucar plantada, basicamente em funcao
da producdo do alcool, essa expansdo ocorreu principalmente em regides de solo fértil e
climas favoraveis (TAKESHI, 2008). Além do uso industrial, a pecuaria tem sido um dos
destinos dessa cultura.

A cana-de-acgUcar, como recurso forrageiro, ja € conhecido ha muitos anos, mas s6 em
anos recentes € que essa cultura tem ganhado espaco dentro da pecuéria nacional. Isso se
deve a uma série de vantagens como alta produtividade (80 - 150t/ha), baixo custo por unidade
de matéria seca, manutencdo do valor nutritivo por até seis meses ap0s a maturacdo e periodo
de colheita coincidente com a época de escassez de forragem nas pastagens (SILVA, 1993).

Porém, o uso da cana-de-acucar em regime de capineira apresenta algumas limitac6es
como, por exemplo, a dificuldade de se trabalhar com um grande rebanho, onerosa méao-de-
obra e maquinario, dificuldade do movimento de maquinas na época das chuvas e reducdo no
teor de sacarose durante as chuvas e susceptibilidade a perda da cultura por geada ou
incéndio.

Assim, o processo de ensilagem apresenta-se como alternativa mais coerente de se
evitar os riscos da cultura e melhorar a logistica, pois permite a colheita de grandes areas em
tempo reduzido, além de permitir o corte no estagio ideal de maturacéo.

A ensilagem traz como desvantagem a elevada fermentagcdo alcodlica, oriunda da
atividade intensa de leveduras, o que acarreta na queda de carboidratos sollveis, alta
concentracdo de etanol e perdas excessivas de matéria seca durante o0 processo de
conservacgao (ALLI et al, 1983).

Aditivos quimicos e inoculantes microbianos tém sido utilizados com o intuito de

melhorar o padrdo de fermentacdo e conservagcdo das silagens, promovendo o
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desenvolvimento dos microrganismos benéficos, como as bactérias produtoras de acido latico,
ao mesmo tempo em que se inibe aqueles indesejaveis, como as leveduras e clostridia.

Porém, para que as bactérias acido-laticas tenham éxito em preservar a silagem, estas
devem superar a populagcdo epifitica da forragem, tornando-se a populacdo dominante no
ambiente. Pereira e Santos (2006), verificaram que populacdo de bactérias aerébias € muito
maior que a populacdo de bactérias laticas no momento da ensilagem, o que acarreta em
falhas no processo fermentativo.

Poucos sao os trabalhos que caracterizaram a populagdo microbiana da cana-de-
acucar, o que dificulta o entendimento da dinaminca da populacdo de microrganismos que
afetara diretamenta a fermentacéo das silagens e a viabilidade de aditivos usados o controle
da fermentacédo para silagens de cana-de-acucar.

Com isso, o objetivo desse trabalho é realizar andlise descritiva da populacédo
microbiana em plantas de cana-de-acucar (IAC 93-3046), utilizando a técnica de
‘plaqueamento’, bem como estabelecer possiveis relacbes entre fatores ambientais, estadio

de maturagao e valor nutritivo.
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4. Reviséo Bibliografica

A producdo mundial de cana-de-agUcar ocupa area aproximada de 22 milhdes de
hectares, atingindo uma producgé&o anual de 1590 milhdes de toneladas (FAO, 2009).

A cana-de-agucar € uma das culturas mais importantes do pais, com area estimada de
8,5 milhdes de hectares plantados, cerca de 1% da area nacional, sendo que nos proximos 10
anos a estimativa € de 12 milhdes de hectares (CANAL DA CANA, 2009). Além do uso
industrial, a pecuaria tem sido um dos destinos dessa cultura.

Relatos do inicio do século XX ja mencionavam a cana-de-acucar como sendo 6timo
recurso forrageiro complementar, porém sé em anos recentes é que essa cultura tem ganhado
espaco dentro da pecuaria nacional devido a vantagens como alta produtividade (80 - 150t/ha),
baixo custo por unidade de matéria seca, manutencdo do valor nutritivo por até seis meses
apos a maturacao e periodo de colheita coincidente com a época de escassez de forragem nas
pastagens (SILVA, 1993), além de alto teor de carboidratos sollveis de alta digestibilidade,
podendo chegar até a 23% da MS (PEDROSO et al., 2005).

A variedade de cana-de-acUcar utilizada com foco a producdo animal deve ter
caracteristicas semelhantes as desejadas pelas industrias de acucar e alcool. E preciso que as
variedades tenham alta produtividade, reduzindo custo por unidade de area, boa capacidade
de rebrota, uma vez que a cana-de-agucar € colhida no inverno, sendo que a vantagem
econdmica esta na quantidade de cortes por plantio, elevado teor de sacarose durante longo
periodo e resisténcia a pragas e doencas (TORRES & COSTA, 2001). Porém, quando utilizada
exclusivamente em dietas para animais, a cana-de-acUcar apresenta limitacdes quanto a
disponibilidade de nutrientes como proteinas e minerais (PEDROSO, 2003), além existirem
limitagdes no consumo por parte dos animais devido, principalmente, ao alto conteddo e a
baixa digestibilidade de sua fibra (BOIN, 1985; RODRIGUES, 2000; PEREIRA et al., 2001).

4.1 Composic¢ao quimico-bromatologica da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é um alimento pobre em proteinas, lipidios e minerais. Isto pode ser

observado em correlacbes néo significativas destas caracteristicas com a digestibilidade in
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vitro da matéria organica, a partir de dados de 66 cultivares avaliados por Pate e Coleman
(1975).

Cerca de 90% da matéria seca da cana-de-agUcar é composta por caboidratos
estruturais, como a fibra em detergente neutro (FDN) e n&o estruturais, representado
especialmente pela sacarose (BARNES, 1974). Entretanto, os teores de sacarose de FDN séo
mutuamente exclusivas, uma vez que 0 aumento no teor de sacarose implica em reducédo no
teor de FDN. Assim, recomenda-se para a alimentacdo animal variedades com alto teor de
sacarose, 0 que promove incremento da digestibilidade (TORRES et al., 2001; LANDELL et al.,
2002).

Compostos nitrogenados sd80 pouco representativos na cana-de-aclUcar, sendo o
principal representante os aminoacidos (WIGGINS e WILLIAMS, 1951). O teor de proteina
bruta também é inferior ao de outras fontes de forragem como o milho (SILVA, 1997
FONSECA et al., 2002)

As folhas da cana-de-acucar apresentam conteudo cinco vezes maior de nitrogénio que
o colmo, embora o colmo represente cerca de 80% da planta. Ainda assim, o teor de proteina
bruta geralmente ndo ultrapassa os 2% da matéria seca. (RODRIGUES et al., 1997). Mesmo
assim, o ideal é uma variedade que apresente menor proporcdo de folhas, uma vez que esta
porcdo da planta estd associada a maiores teores de fibra e, portanto, menor digestibilidade
que a fragcéo representada pelos colmos.

Em relacdo ao teor de extrato-etéreo, a cana-de-agUcar possui baixa expressividade,
uma vez que a maior parte € representada pela camada de cera que cobre os colmos,
provavelmente uma protecdo contra o excesso de perda de agua dos colmos pela evaporacao
(BARNES, 1974). No interior da planta apenas tracos de acidos graxos sao encontrados, o que
faz com que a cana-de-agUcar tenha pouca importancia como fonte de energia na forma de
gordura.

O teor de minerais na cana-de-acUcar € muito baixo, especialmente calcio e fosforo
(BOIN et al., 1987). O teor de silica é alto, embora este ndo possua importancia nutricional
(BARNES, 1974). Apenas 0 potassio apresenta importancia nutricional na cana-de-agucar.

A porcao fibrosa da cana-de-agulcar € reduzida quando comparada a outras forrageiras
tropicais com alto potencial de produgéo, mas os valores observados para essa fracao sao

muito variaveis (NUSSIO et al., 2006), o que provavelmente explica as grandes diferencas no
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desempenho animal em diferentes experimentos, uma vez que a fracdo FDN esta associada
ao consumo e digestibilidade do alimento (TEIXEIRA, 2004).

Segundo Gooding (1982), um importante fator na escolha de variedades de cana-de-
acucar para alimentacdo animal é a relacao entre FDN e teor de acUcares, sendo que quanto
menor essa relacdo, melhor a variedade para uso forrageiro. Isso € corroborado por Rodrigues
et al. (2001), pois esses autores observaram que € melhor selecionar variedades com menor
relagdo FDN/agucares para a alimentacdo animal com o intuito de evitar maiores teores de
fibra na dieta, e, conseqientemente maximizar o consumo de agucares, que € 0 componente
mais digestivel da cana-de-acgucar.

Apesar da concentracdo de FDN apresentar-se em torno de 50% da matéria seca na
cana-de-acgUcar, que pode-se considerar como intermediaria, sua digestibilidade é baixa
(PRESTON, 1975), em torno de 20%, quando comparada a do milho, que é de cerca de 40%
(ANDRADE, 1999; CORREA et al., 2003). Dietas & base de cana-de-aclcar apresentam fibra
de lenta degradacao ruminal e elevado teor de fibra ndo-degradavel, o que limita a ingestao
(PEREIRA et al., 2001). Porém, essa baixa digestibilidade é compensada pelo alto teor de
acucares de elevada digestibilidade, superior a 90%, o que confere a cana-de-acUcar
digestibilidade semelhante ao da planta de milho (COSTA, 2002).

Comparando dietas em que FDN de silagem de milho foi parcialmente substituida por
FDN de cana-de-agucar, Andrade (1999), observou que novilhas holandesas alimentadas por 8
semanas com dietas isonutricionais, apresentaram ganho de peso diario de 1kg para dietas
com cana-de-acUcar enquanto animais alimentados com silagem de milho apresentaram
ganho de peso diario de 1,2kg, sendo esses valores estatisticamente diferentes. Isso por que o
consumo para as dietas com cana-de-acucar foi 0,5 kg menor que as dietas com silagem de
milho, o que reduziu o consumo de energia. J& Gallo et al. (2000), avaliaram teores crecentes
de cana-de-acUcar nas dietas de novilhas holandesas e constataram que houve queda linear
no consumo de matéria seca com o aumento dessa forragem na dieta.

Tradicionalmente a cana-de-acUcar é utilizada in natura na alimentacdo de rebanhos
com base no corte e fornecimento diario. Entretanto, o uso da cana-de-acucar em regime de
capineira apresenta algumas limitagdes como, por exemplo, a dificuldade de se trabalhar com
um rebanho grande, mao-de-obra onerosa e maquinario, dificuldade do movimento de

maquinas na época das chuvas, reducdo no teor de sacarose durante as chuvas e
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susceptibilidade a perda da cultura por geada ou incéndio (NUSSIO e SCHMIDT, 2004).

Assim, a ensilagem € uma forma de se solucionar tais problemas logisticos na fazenda.

4.2 Ensilagem de cana-de-agucar

A ensilagem da cana-de-acUcar apresenta-se como solucdo para alguns problemas
operacionais, permitindo a colheita de grandes areas num curto espaco de tempo, na época
em que a forrageira apresenta seu melhor valor nutritivo, 0 que coincide com o periodo mais
propicio aos trabalhos no campo, ou seja, durante a seca, além de permitir 0 aumento da
longevidade do talhdo devido a melhor execucdo das praticas agronémicas de manejo
(SCHMIDT, 2008).

O principal objetivo da ensilagem € preservar ao maximo a composicao original da
planta e maximizar a quantidade de nutrientes ingeridos pelo animal (SANTOS et al., 2008) por
meio da acidificacdo da massa ensilada pela concentracdo de acidos organicos oriundos da
atividade de bactérias laticas, e que inibem a atividade de microrganismos espoliadores (LUIZ
e RAMIREZ, 1986). Assim, durante o processo fermentativo ocorrem transformacdes
bioquimicas na massa de forragem. A atividade enzimética das plantas e a atividade de
bactérias laticas, clostridios, enterobactérias, fungos e leveduras sdo as responsaveis por
essas transformacdes (McDONALD, 1981).

O processo de ensilagem ocorre basicamente em duas fases principais: a respiracao,
onde ocorre a deplecédo do oxigénio da massa ensilada e outra de fermentacéo ou acidificacao,
em que ocorre, sobretudo, a producdo de acido latico. A fase de respiracdo permite o
estabelecimento das condi¢des anaerdbias no silo e a fase de fermentacdo promove a inibicdo
do desenvolvimento de microrganismos indesejaveis.

Quando a quantidade de acidos organicos é suficientemente grande, a fermentacao é
paralisada e o processo estabiliza-se (VILELA, 1998). De acordo com Torres (1984), a
respiracdo no inicio do processo de ensilagem, decorrente da atuagcdo de microrganismos
aerobios, somada a respiracdo das células do material ensilado, consome, num periodo de 4 a
6 horas, todo o oxigénio disponivel, produzindo, di6xido de carbono, agua e calor. A
temperatura ideal nesta fase deve estar entre 27°C e 38°C, sendo propicia ao crescimento de

bactérias acido-laticas.
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Porém, se a compactacéo e vedacéao do silo ndo forem respeitadas, havera excesso de
oxigénio na massa ensilada, que induzird a maior respiracdo celular e atividade microbiana,
causando aumento da temperatura inicial acima de 44°C, reduzindo as chances de ocorrer
fermentacdo latica. Como consequéncia, havera reducdo no valor nutritivo da forragem
ensilada, devido, principalmente, as perdas de digestibilidade de proteina (TORRES, 1984).
Nesta fase, as enterobactérias, produtoras de acido acético, se multiplicam em funcéo da taxa
de oxigénio, temperatura € pH. A medida que o pH diminui, estes microrganismos Ss&o
substituidos por bactérias acido-lacticas como Streptococcus e Leuconostoc, as quais reduzem
ainda mais o pH, possibilitando a acdo de Pediococcus e Lactobacillus, que crescem mais
lentamente, mas com alta producdo de acido latico, estabelecendo pH entre 3,8 a 4,2, que é
fundamental para a estabilidade da silagem (McDONALD et al., 1991). A queda do pH protege
a silagem contra a acdo de microrganismos espoliadores, como Clostridium spp, responsaveis
pela producéo de acido butirico e que séo incorporados durante o processo de ensilagem na
forma de esporos deteriorando a silagem (WOOLFORD, 1984).

Segundo Costa et al. (2001), trés caracteristicas interferem no processo de ensilagem:
alto teor de umidade; alta capacidade tampdao e baixos teores de carboidratos sollveis. Estes
fatores tém influéncia negativa sobre o processo fermentativo, impedindo o rapido abaixamento
do pH, permitindo fermenta¢des secundarias indesejaveis e, assim, prejudicando a qualidade
do produto preservado.

A cana-de-aclUcar apresenta caracteristicas favoraveis a ensilagem como teor de
matéria seca variando entre 25-30%, alta concentracdo de carboidratos sollUveis e poder
tampdo que permite o rapido abaixamento do pH até 3,5 (FREITAS et al., 2006). No entanto, a
ensilagem da cana-de-acUcar traz como desvantagem a elevada fermentacédo alcodlica,
oriunda da atividade intensa de leveduras que podem estar presentes na forragem na ordem
de 10° ufc/g de forragem fresca, e convertem os carboidratos solliveis presentes na forragem a
etanol, diéxido de carbono e agua, limitando a atividade de bactérias acido-laticas. Essa
reacao bioquimica foi descrita por McDonald et al. (1991):

Glicose + 2 ADP + 2 Pi= 2 etanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0

Isso acarreta queda no teor de carboidratos solUveis, alta concentracdo de etanol e

perdas excessivas de matéria seca durante o processo de conservacdo (KUNG E STANLEY,

1982; ALLI et al., 1983), além de contribuir para a deterioracédo aerdbia da silagem (DHIEHUIS
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et al., 1999), uma vez que que o alto teor de carboidratos residuais e acido latico predispde a
silagem a acao de microorganismos espoliadores (McDONALD et al., 1991). Em relacdo ao
teor de etanol, embora haja a utilizacao parcial por parte do animal como fonte de energia,
grandes quantidades sé&o volatilizadas durante a abertura (PEDROSO et al., 2005).

A diminuicdo do valor nutritivo da cana-de-acucar com a ensilagem pode ser observada
nos dados gerados por Alcantara et al. (1989), que relataram reducao na digestibilidade in vivo
da MS (66,4 vs 55,3%) em carneiros machos alimentados com silagem, em relacdo aos que
receberam a forragem fresca, tendo sido ambas as dietas suplementadas com uréia e
minerais. Esses autores constataram que a cana-de-acucar ensilada apés 30 dias apresentou
aumento de 17 unidades percentuais de fibra em detergente neutro (FDN) (de 50,25% para
67,48%), 9 unidades percentuais de fibra em detergente acido (FDA) (de 34,96% para 44,15%)
e 8 unidades percentuais de hemicelulose (de 15,29% para 23,33%) em relacdo a cana-de-
acuar in natura.

Alli et al. (1983), observaram grande acumulo de carboidratos solGveis em plantas de
cana-de-agucar, com teores proximos a 34% no momento da colheita. Entretanto, apds a
ensilagem e 55 dias de fermentacao, os teores residuais de carboidratos solGveis de apenas
1,27% da MS e teores de etanol da ordem de 8,7% da MS. A diminuicdo dos teores de
carboidratos levou o aumento da porcéao fibrosa, representando um aumento em 24 unidades
percentuais no teor de FDA da silagem.

Kung e Stanley (1982), utilizando cana-de-agucar em diferentes estadios de maturagéo,
observaram que a porcao fibrosa da silagem apresentou incremento em relacdo a cana-de-
acucar freca, para todas as idades de corte, refletindo isso na queda de carboidratos sollveis.
O mesmo foi observado por Coan et al. (2002), com cana-de-acUcar colhida aos doze meses
de rebrota e ensiladas por 55 dias.

Castro Neto (2003) verificou reducdo no teor de carboidratos sollveis de 19,7% na
planta original para 2,5% na cana-de-acUcar ensilada sem o uso de aditivo.

Pedroso et al. (2005), relataram sintese de etanol e gases oriundos da fermentacao
alcoolica gerando perdas de até 31% da materia seca total. Esses autores também relataram
reducdo no valor de carboidratos soluveis de 23% para 6,8% da MS e teor de etanol de 8% da
MS.
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Portanto, para melhorar a qualidade da fermentacdo no silo, reduzir perdas de
nutrientes e aumentar a ingestdo e o desempenho animal, é indicado o uso de aditivos
(WILKINSON, 1998). De acordo com Vilela (1984), os aditivos podem desempenhar diferentes
funcBes como estimular a fermentacédo ou inibi-la. Mas sua agéo, entre outros fatores, depende

da populacéo epifitica da forragem, pois essa afeta diretamente a eficiéncia do aditivo.

4.3 Microrganismos associados a ensilagem

Geralmente, 0os microrganismos existentes em maior nimero nas plantas forrageiras
sao enterobactérias, leveduras e fungos, que consomem acucares durante a ensilagem, sendo
considerados indesejaveis (BOLSEN et al.,, 1992). Embora bactérias indesejaveis estejam
associadas a perdas qualitativas da silagem, bem como risco de intoxicacdo dos animais, seu
desenvolvimento esta associado a silagens de fermentacdo incompleta ou reduzida (BRAVO-
MARTINS, 2004). E necessario considerar que além das altera¢cfes na composicdo quimica da
silagem, o desenvolvimento de fungos (WOOLFORD, 1990) pode prejudicar a saude dos
animais e das pessoas. Além disso, a presenca de leveduras € considerada prejudicial ao
processo de ensilagem, porgue estes microrganismos nao contribuem para a acidificacdo e

estdo associados com a deterioracéo aerdbia das silagens (DRIEHUIS et al., 1999).

4.3.1 Bactérias

4.3.1.1 Bactérias acido laticas

As bactérias acido-laticas sdo as mais abundantes nas forragens e as mais importantes
para o processo fermentativo. De acordo com Stefanie et al. (2000), as bactérias mais
encontradas nas silagens sdo dos géneros Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Lactococcus e Streptococcus. Essas bactérias suportam, no geral, temperaturas
entre 5°C e 50°C, sendo o ideal para seu desenvolvimento faixa de temperatura variando entre
25°C e 40°C, denominadas de mesofilas. (McDONALD et al., 1991). Também, elas sdo gram-
positivas, catalase negativas, anaerdbias aerotolerantes e incapazes de sintetizar ATP pela via
respiratoria (LIMA et al., 1975).
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Em relacdo ao metabolismo, as bactérias acido-laticas podem ser homofermentativas
obrigatorias, heterofermentativas facultativas e heterofermentativas obrigatorias (STEFANIE et
al., 2000).

As homofermentativas obrigatérias produzem mais de 85% de acido latico a partir de
hexoses como glicose, mas ndo podem degradar pentoses como xilose. Podem ser citadas
espécies como Pediococcus damnosus e Lactobacillus ruminis. Ja as heterofermentativas
facultativas, como as homofermentativas, produzem &cido, principalmente latico, a partir de
hexoses, mas podem também degradar algumas pentoses a acido latico, produzindo diéxido
de carbono, etanol e/ou acido acético. Exemplos de heterofermentativas facultativas séo
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus e Enterococcus faecium. As heterofermentativas obrigatérias, degradam hexoses
e pentoses, produzindo dioxido de carbono, etanol e/ou &cido acetico. As heterofermentativas
obrigatérias sdo membros do género Leuconostoc e algumas espécies de lactobacilos como
Lactobacillus brevis e Lactobacillus buchneri (DEVRIESE et al.,, 1992; WEISS, 1992,
HOLZAPFEL e SCHILLINGER, 1992; HAMMES et al., 1992).

4.3.1.2 Enterobactérias e bactérias acido-acéticas

Outro grupo importante de bactérias que afeta a qualidade da silagem é o de
enterobactérias. Essas sdo gram-negativas, ndo formadoras de esporos, aerdbias facultativas,
qgue fermentam carboidratos a acido acético (McDONALD et al., 1991). Embora o &cido acético
seja desejavel no processo fermentativo, pois possui acdo anti-micotica (WOLLFORD, 1975;
MOON, 1983), o crescimento de enterobactérias durante a ensilagem é indesejavel, pois,
competem com as bactérias &cido laticas pelos acUcares disponiveis, podendo também
degradar proteina. Esta degradacdo de proteina ndo s6 causa reducdo no valor nutricional,
mas também conduz a producdo de aminas e acidos graxos ramificados, apresentando efeito
negativo na palatabilidade da silagem, diminuindo consumo voluntario. Ademais, a amonia
formada por protedlise aumenta a capacidade tamp&do do material ensilado, dificultando a
diminuicdo do pH da silagem (WOOLFORD, 1984; McDONALD et al, 1991). As

enterobactérias normalmente crescem intensivamente durante os primeiros dias de ensilagem,
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mas sua populacéo decresce rapidamente a medida que o pH diminui (MUCK, 1988; OSTLING
e LINDGREN, 1995).

Uma caracteristica especial desses microrganismos € a sua capacidade de reduzir
nitrato (NO3) a nitrito (NO) durante a ensilagem. Os produtos finais dessa reducdo sdo os
gases oxido nitrico (NO) e o6xido nitroso (N.O) (SPOELSTRA, 1985). Esses gases possuem
efeito prejudicial no tecido pulmonar dos animais e podem causar uma enfermidade com
sintomas parecidos com a pneumonia (WOOLFORD, 1984).

Para impedir que os animais entrem em contato com 6xidos de nitrogénio gasoso, eles
nao devem ser alojados proximos aos silos de armazenamento durante o enchimento e nas
primeiras semanas de armazenagem da silagem (O'KIELY et al., 1999). Uma pequena reducao
a nitrito (NO,) é considerada positiva para qualidade de silagem, pois o nitrito (NO,) e éxido
nitrico (NO) formados tém efeito inibitdério muito efetivo contra clostridios (SPOELSTRA, 1985).

Outro grupo de bactérias produtoras de acido acetico que sédo indesejaveis no processo
de ensilagem séo as bactérias acido-acéticas. Diferente das enterobactérias que séo aerdbias
facultativas, essas s@o bactérias aerdbias obrigatérias, acido-tolerantes e pertencem ao género
Acetobacter (SPOELSTRA et al., 1988). A atividade de Acetobacter spp na ensilagem é
indesejavel porque podem iniciar a deterioracdo aerébia, diminuendo a estabilidade aerdbia
das silagens, uma vez que podem oxidar lactato e acetato a gas carbodnico e agua (DRIEHUIS
e VAN WIKSELAAR, 1996).

Ainda assim, a presenca desses microrganismos na silagem é indesejavel, e portanto,
métodos de ensilagem como compactacédo eficaz, rapida e eficiente vedacao do silo, exaurindo
as reservas de oxigénio e que induzam a rapida e suficiente diminuicdo nos valores de pH,

auxiliam a diminuir o crescimento desses (McDONALD et al., 1991).

4.3.1.3 Bactérias dos géneros Clostridium, Bacillus e Listeria

Dentre as bactérias mais indesejaveis relacionadas ao processo de ensilagem, as
bactérias do género Clostriduim sdo as principais. Esses microrganismos sdo anaerobios
estritos, gram-positivos, esporulados, que crescem sob condi¢cdes estritamente anaerobias,
com algumas excecdes aerotolerantes (McDONALD et al.,, 1991). Nussio et al. (2002)

relataram que perdas da silagem podem ser quantificadas por meio de desaparecimento de

30



matéria seca ou energia durante o processo de fermentativo. A presenca de Clostridium spp
tem efeito negativo sobre a qualidade da silagem se o pH néo for suficientemente baixo para
inibir o seu crescimento, pois esses microrganismos fermentam acucares, &cido latico e
aminoacidos produzindo acido butirico e aminas, as quais podem prejudicar a ingestao de
forragem (STEFANIE et al., 2000). A fermentacado clostridica resulta em perdas significativas
de matéria seca e os produtos da fermentacdo reduzem a palatabilidade, além de diminuir a
estabilidade da silagem (MAHANNA, 1994; ROTZ e MUCK, 1994).

Silagens que apresentam tipica fermentagdo clostridica sdo caracterizadas por alto
conteudo de acido butirico, pH alto e elevado conteddo de aménia e aminas (STEFANIE et al.,
2000). O efeito mais prejudicial das bactérias produtoras de &cido butirico € o desdobramento
de proteinas resultando em material menos palatavel e de odor desagradavel (McDONALD et
al., 1991). Segundo Lindgren e Dobrogosz (1990), esporos de Clostridium spp podem ser
veiculados pela silagem, contaminando o leite. Isto ocorre por que os esporos de clostridios
podem sobreviver a passagem pelo trato digestivo dos animais. Esporos de clostridios
presentes na silagem podem ser transferidos para o leite, para as fezes e, por contaminagao
fecal, para o ubere.

Os bacilos, assim como os clostridios, sdo bactérias formadoras de esporos. Entretanto,
elas sdo aerdbias ou aerdbias facultativas e todos os clostridios sdo anaerdébios obrigatérios
(CLAUS e BERKELEY, 1986; CATO et al., 1986). Os bacilos aerébios facultativos fermentam
grande variedade de carboidratos formando acidos organicos como acetato, lactato, e butirato;
ou etanol, 2,3-butanediol e glicerol, o que predispbe a silagem a acdo de microrganismos
espoliadores em condicBes aerdbias, reduzindo a estabilidade aerébia das silagens (CLAUS e
BERKELY, 1986). Entretanto, algumas espécies especificas de bacilos podem produzir
substancias antifingicas e tém sido usadas para inibir a deterioracdo aerébia de silagem
(PHILLIP e FELLNER, 1992; MORAN et al., 1993). Porém, as bactérias do género Bacillus
estdo frequentemente envolvidas na deterioragéo inicial de silagens, sendo que Bacillus
cereus, Bacillus lentus, Bacillus firmus, Bacillus sphaericus, Bacillus licheniformis e Bacillus
Polymyxa séo as species que mais estdo envolvidas no processo de deterioracdo (PEREIRA e
REIS, 2001).

Os representantes do género Listeria pertencem a familia Corynebacteriaceae,

representados pelas species Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua, Listeria
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seeligeri, Listeria welshimeri e Listeria grayi. Todas as espécies de Listeria sdo encontradas na
natureza e podem, eventualmente, ser contaminantes de alimentos (BEUCHAT e RYU, 1997).
Esses microrganismos sdo aerébios ou aerobios facultativos. Em tratando-se de qualidade de
silagem, o representante desse género mais importante € a aerdbia facultativa Listeria
monocytogenes, pois esta espécie € patogénica a animais superiores (SCHLECH, 1996).
Silagem contaminada com Listeria monocytogenes tem sido associada com casos fatais de
listeriose em ovelhas e cabras (VAZQUEZ-BOLAND et al., 1992; WIEDMANN et al., 1994).
Além disso, Sanaa et al. (1993) identificaram silagem de baixa qualidade como uma das
principais fontes de contaminagédo do leite cru por Listeria. monocytogenes. O crescimento e a
sobrevivéncia desta bactéria em silagem sédo determinados pelo grau de anaerobiose e o pH
de silagem. A Listeria monocytogenes tolera valores de pH entre 3,8 — 4,2 por longos periodos,
porém, apenas em condi¢cdes aerdbias. Sob condicdes estritamente anaerObias este
organismo pode ser rapidamente destruido nesta faixa de pH acima citado (Donald et al.,
1995).

4.3.2 Mofos

Principalmente por apresentarem crescimento lento, bastante inferior a taxa de
crescimento das leveduras, os mofos sdo responsaveis por pequeno efeito na deterioracao
aerébia das silagens. Entretanto, esses microrganismos exigem atencdo devido a
capacidadede producdo de toxinas, podendo acarretar em graves problemas para o
desempenho animais. De acordo com Edds (1983), os animais sdo sensiveis a acao das
micotoxinas, as quais podem causar lesées hepaticas graves de efeito quase sempre letal e/ou
cronicas, lesdes progressivas, severa depressao no crescimento e alteracdes hepatomas apos
periodo prolongado de ingestdo de silagens contaminados. Dependendo do tipo e
concentracdo da toxina presente ocorrem problemas digestivos secundarios ou danos severos
no figado e rins, abortos, problemas de fertiidade e depressdo do sistema imunologico
(SCUDAMORE e LIVESEY, 1998).

Esses microrganismos se desenvolvem principalmente em ambientes com teor de

umidade acima de 13%, umidade relativa acima de 70%, temperatura acima de 13°C,
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nutrientes prontamente disponiveis, pH maior que 5,0 e presenca de O,. O crescimento de

esta associado a silagens mal compactadas e mal vedadas (ARCHUNDIA e BOLSEN, 2001).

Os mofos, principalmente dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillum, crescem em
silagens onde ha presenca de oxigénio, produzindo micotoxinas que podem acarretar danos
aos animais quando ingeridas (MAHANNA, 1994; MUCK, 1988). A espécie Penicillium
roqueforti € uma das mais problematicas para o processo de ensilagem, pois € acido-tolerante
e que pode crescer em baixos niveis de oxigénio e em niveis altos de CO,, predominando em
tipos diferentes de silagem (LACEY, 1989; NOUT et al., 1993).

4.3.3 Leveduras

As leveduras sdo organismos eucaribticos, aerébios facultativos e heterotréficos e
ocupam papel importante na deterioracdo de silagens, pois, sob condi¢cdes anaerbbias, as
leveduras fermentam os aguUcares solUveis da forragem convertendo-os em etanol, CO; e
agua, dando origem a silagens com baixos teores de acidos latico e acético (ALLI et al., 1983).
Sob condicbes aerdbias, muitas espécies de leveduras degradam &cidos organicos (latico,
aceético, propibnico, citrico, malico) e etanol, produzidos durante a fermentagéo, a CO; e H,0,
elevando o pH da silagem e predispondo-a a agdo de outros microrganismos espoliadores
(McDONALD et al., 1991). Por exemplo, as leveduras Candida krusei, Pichia fermentans e
Hansenula anomala séo iniciadoras do processo de deterioracao aerébia da silagem. Em etapa
subsequente, bactérias Bacillus cereus, Bacillus firmes, Bacillus lentus e Bacillus sphaericus
podem estar envolvidas no processo de deterioracdo aerébia da silagem (PEREIRA e REIS,
2001).

A presenca de leveduras em silagens foi identificada inicialmente em 1932, mas sé em
1964, quando alguns pesquisadores demonstraram que essas leveduras tém papel importante
na deterioracdo da silagem quando da exposi¢cao ao ar durante o fornecimento da silagem aos
animais, ou por problemas de vedacgéo inadequada, é que ela assumiu papel de destaque na
area de pesquisa em silagens (McDONALD, 1991; LINDGREN et al., 1985; JASTER, 1994).
Estes microrganismos nao contribuem para a acidificacdo e estdo associados com a

deterioracéo aerdbia das silagens (DRIEHUIS et al., 1999).
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As leveduras estdo associadas com intensa producdo de etanol e o0 seu
desenvolvimento néo € inibido pela presenca do acido latico (ALLI et al., 1983). Populacdes de
leveduras podem alcancar até 10" unidades formadoras de col6nia (UFC) g* de silagem
durante as primeiras semanas apés a vedacdo, porém o0 armazenamento prolongado
conduzira a diminuicdo gradual no numero de leveduras (JONSSON e PAHLOW, 1984).

Os fatores que afetam a sobrevivéncia de leveduras durante armazenamento da
silagem sdo o grau de anaerobiose e as concentracbes de &cidos organicos. Assim, a
presenca de oxigénio ajuda na sobrevivéncia e crescimento das leveduras durante o
armazenamento (JONSSON e PAHLOW, 1984; DONALD et al., 1995). Jonsson e Pahlow
(1984) verificaram que as espécies predominantes de leveduras na silagem depende do nivel
de anaerobiose estabelecido. Estes autores observaram que o ar que se difunde na silagem
durante a fermentacéo induz leveduras dos géneros Candida e Hansenula, quando presentes,
a fermentar o lactato. Se condi¢des anaerdbias séo estabelecidas e mantidas, estas leveduras
sao reduzidas, para mais ou menos, 15% do total, sendo que o restante inclui principalmente
Saccharomyces sp, que também é fermentativa, porém nao pode utilizar lactato.

Niveis altos de &cidos organicos como acidos férmico, acético e propidnico reduzem a
sobrevivéncia de leveduras durante o armazenamento (WOOLFORD, 1975; MOON, 1983;
DRIEHUIS e VAN WIKSELAAR, 1996; OUDE ELFERINK et al., 1999 e CARVALHO et al.,
2009). Esses éacidos penetram por difusdo nas células das leveduras na forma é&cida onde
agem afetando a absorcdo de fosfato pela membrana plasmatica, a atividade de enzimas
glicoliticas ou reduzindo o pH interior das células, obrigando-as a consumir ATP para expulsar
ions H" do interior das células apos sua dissocia¢io. Isso acarreta em exautdo energética da
célula de levedura, inviabilizando-a (FERRO, 1994).

Entretanto, as leveduras ndo sao inibidas pelos valores de pH alcancados durante o
processo fermentativo da silagem. Segundo McDonald et al. (1991), muitas espécies de
leveduras sao relativamente insensiveis ao pH, sendo encontradas em silagens com valores
de pH entre 3,0 a 8,0. Woolford (1990) observou que as leveduras capazes de fermentar
acucares além de glicose podem tolerar os efeitos adversos de baixo pH e da anaerobiose,
melhor do que aquelas capazes de fermentar somente a glicose, pois podem utilizar fonte extra

de energia.
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Embora o pH seja uma medida eficiente para indicar a qualidade da silagem de
gramineas, a cana-de-aclUcar é uma excessao devido ao desenvolvimento de leveduras
epifiticas. Jonsson (1989), citado por McDonald et al. (1991), relatou cerca de 25 espécies de
leveduras que colonizam silagens, sendo essas divididas em dois grupos. O primeiro, sdo as
leveduras com alta capacidade de fermentacdo, as quais obtem energia de carboidratos
sollveis em condicBes anaerdbias. O segundo grupo sédo as leveduras de alta capacidade
respiratoria, que utilizam os acidos produzidos na fase fermentativa, e em condi¢des aerdbias,
as oxidam a CO, e H,0. Por serem resistentes a baixo pH, algumas leveduras podem manter-
se vivas em pH proximo a 2, sendo que a maioria desenvolve-se em pH variando de 3 a 8
(McDONALD, et al., 1991; ARCHUNDIA e BOLSEN, 2001). Também, as leveduras sdo menos
sensiveis a baixa atividade de agua, podendo crescer a niveis inferiores a 0,9.

Como dito anteriormente, um dos fatores que afetam a sobrevivéncia de leveduras
durante armazenamento da silagem é o grau de anaerobiose. Entretanto, existe o efeito
Crabtree (CHAPMAN e BARTLEY, 1968), onde a alta concentracdo de glicose no meio, acima
de 2gL™?, causam depressdo catabdlica das enzimas respiratérias forcando as leveduras a
realizarem fermentacdo como principal via de degradacdo de acucares. Esse efeito ocorre
mesmo considerando que a respiracdo € energéticamente o processo metabdlico mais
eficiente para as leveduras, pois pela respiracdo obtem-se mais energia, em comparacao ao
consumo de glicose, quando utilizada pela fermentacdo. Com o aumento do teor de glicose no
meio, hd aumento da atividade de enzimas glicoliticas e das descarboxilase piravica e
desidrogenase alcodlica, o que leva ao desaparecimento das mitocdndrias, favorecendo a
sintese de etanol. Assim, em silagens bem preservadas, em que h& alto teor de sacarose
residual, mesmo durante a exposi¢ao aerdbia, pode haver producéo de etanol.

Assim, a producdo de etanol e, consequentemente, a diminuicdo do valor nutritivo da
silagem, é a principal dificuldade apresentada pela ensilagem de cana-de-acucar, e portanto, o
maior desafio da pesquisa. Por isso, a maioria dos estudos com silagens de cana-de-agucar
tém-se focado na busca de aditivos e doses ideais que, associados a silagens, minimizem
tanto a fermentacéo alcoolica como as perdas decorrentes dela. Esses aditivos, tanto quimicos
como inoculantes microbianos, tém sido utilizados com o intuito de melhorar o padrdo de
fermentacao e conservacéo das silagens, promovendo o desenvolvimento dos microrganismos

benéficos, como as bactérias produtoras de acido latico, ao mesmo tempo em que se inibe 0s
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indesejaveis, como as leveduras e clostridia. De acordo com Kung Jr. (2000), os aditivos sao
empregados com o objetivo de elevar a recuperacdo de nutrientes e energia e, assim, melhorar
0 desempenho dos animais.

O ndo uso de aditivos na ensilagem de cana-de-agucar €& caracterizado pela
fermentacao alcodlica, com elevadas perdas de matéria-seca, resultando em reducéo de valor
nutritivo e reducédo de consumo vonluntario (ALLI e BACKER, 1982; KUNG Jr. e STANLEY,
1982; PEDROSO, 2003; JUNQUEIRA, 2006; SCHMIDT, 2006 e QUEIROZ, 2006). Assim, a
ensilagem de cana-de-agucar sem a utilizacdo de aditivos, mesmo que justificada
logisticamente, apresenta-se como fonte pouco interessante de volumoso suplementar, com
valor nutritivo abaixo do da cana-de-acucar original, baixo potencial de exploracdo de animais
(NUSSIO, SCHMIDT E PEDROSO, 2003).

Portanto, faz-se necessario o uso de aditivos, tanto quimicos como microbianos no
controle da fermentacdo alcodlica em silagem de cana-de-acucar (CASTRO NETO, 2003;
PEDROSO et al.,, 2005; SOUSA et al.,, 2005; JUNQUEIRA, 2006 e QUEIROZ, 2006). No
entanto, a escolha do aditivo deve considerar fatores técnicos e econdémicos, bem como
caracteristicas como controle de perdas quantitativas e qualitativas, tanto no periodo
fermentativo como em anaerobiose, desempenho de animais, facilidade de aplicacdo e riscos

ambientais e a saude, tantos dos animais como das pessoas. (SANTOS, 2007).

4.4 Aditivos microbianos na ensilagem de cana-de-aguUcar

Aditivos microbianos tém sido usados com o objetivo de alterar a principal via
fermentativa nas silagens de cana-de-acUcar e assim reduzir perdas de matéri seca e de valor
nutritivo, por inibir a populagéo de leveduras e/ou por bloquear a via fermentativa de produgéo
de etanol (SCHMIDT, 2006)

A maioria dos inoculantes microbianos contém cepas de bactérias homofermentativas
acidolaticas, cuja finalidade é estimular rapidamente a fermentagéo latica, reduzir o pH e inibir
a acao microorganismos indesejaveis (VILELA, 1998; WILKINSON, 1998 e FILYA et al., 2000).

Entre os aditivos microbianos, Lactobacillus plantarum € o principal representante do
grupo das bactérias acido-laticas. Pedroso (2003), Castro Neto (2003) e Pedroso et al. (2005)

relataram elevacdo no teor de etanol de silagens de cana-de-acucar aditivadas com esse
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microrganismo em relacdo a silagem controle. Quando avaliado o teor de acido latico, Castro
Neto (2003), Freitas et al. (2006) e Mufos-Maldonado (2007) ndo observaram diferenca
estatistica dessa varidvel. Pedroso (2003), relatou piora na estabilidade aerdbia desse aditivo
em silagens de cana-de-agucar. Freitas et al. (2006) testou doses acima da recomendada
(20% e 40%) pelo fabricante, sem verificar efeito sobre as variaveis avaliadas. Provavelmente,
esses resultados devem-se ao fato de que as leveduras ndo sdo eficientemente inibidas pelo
acido latico (MOON, 1983 e DANNER, 2003).

Mufios-Maldonado (2007), citado por Schmidt (2008), observou que a associagao de
trés tipos de bactérias acido-laticas a benzoato de sodio ndo causou efeito positivo em
nenhuma das variaveis estudas em relacdo a silagem aditivada apenas com benzoato de
sadio.

A bactéria Lactobacillus buchneri € uma bactéria heterolatica, conhecida por produzir
grandes quantidades de acido acético, cuja acdo é anti-fungica (MOON, 1983) tem-se
mostrado eficiente no controle da fermentacdo em silagens de milho (DRIEHUIS et al., 1999) e
também na silagem de cana-de-acucar (PEDROSO, 2003; SCHMIDT, 2006). No entanto, Mari
(2008) relatou elevacédo das perdas de matéria seca das silagens de cana-de-ac¢Ucar aditivadas
com esse microrganismo nem relacdo a silagens nao aditivadas (11,3% e 6,7%,
respectivamente). Sousa (2006), relatou que as silagens aditivadas com L. buchneri
apresentou as maiores producdes de etanol, acima da silagem nao-aditivada (11,53% e 8,27%,
respectivamente), e como consequiéncia maiores perdas de matéria seca, baixa digestibilidade
e acumulo da porcédo fibrosa. Freitas et al. (2006), ndo encontrou diferenca na queda dos
teores de matéria seca entre as silagens controle e as silagens aditivadas com L. buchneri.
Esses mesmo autores encontraram valores maiores para os teores de FDN (64,7% e 60,3% da
MS) e menores para carboidratos sollveis (4,8% e 6,4% da MS) nas silagens aditivadas com
L. buchneri em relacéo as silagens nao aditivadas, respectivamente.

Pedroso et al. (2003), verificaram que o uso de L. buchneri reduziu o teor de
carboidratos soluveis, mesmo em relacao a silagem controle (5,69% e 9,13% respectivamente.
Porém, Queiroz (2006), mostrou haver preservacdo de carboidratos solUveis nas silagens
aditivadas com L. buchneri em relacéo a silagens controle (3,66% e 1,79%, respectivamente).

Portanto, a inoculagdo nem sempre produz respostas consistentes ou resultados
estatisticamente significativos (HIGGINBOTHAN et al., 1998; EICHELBERGER et al., 1997;
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CHEN et al., 1994; BOLSEN et al.,, 1992; LUTHER, 1986; SHOCKEY et al., 1985), sendo
alguns, até mesmo, controversos.

Vale ressaltar que sé&o poucos os trabalhos como os de Gonzélez e McLeod (1976), Alli
et al. (1983) e Bernardes et al. (2002), que determinaram o efeito de aditivos sobre a contagem
de leveduras em silagens de cana-de-acucar, e mais raros ainda 0s que caracterizam a
populacao epifitica da cana-de-acucar, como o de Lépez et al. (1988) e Bravo-Martins (2004),
0 que dificulta ainda mais o entendimento da dindminca da populagdo de microrganismos que
afetara diretamenta a fermentacéo das silagens e a viabilidade de aditivos usados o controle
da fermentacéo para silagens de cana-de-acucar.

Portanto, considerando o0s possiveis efeitos positivos e negativos de agentes
microbianos no processo de conservacdo de forragens, € essencial concentrar esfor¢cos na

avaliacdo microbiologica das forragens e das silagens.
4.5 Atividade de aditivos microbianos

Segundo Filya et al. (2000), a maioria dos inoculantes microbianos contém cepas de
bactérias homofermentativas acido laticas, cuja finalidade € estimular rapidamente a
fermentacao latica, reduzir o pH e inibir a acdo microorganismos indesejaveis, corroborado por
Vilela, 1998 e Wilkinson, 1998. Segundo Whittenburry (1968), as espécies produtoras de acido
latico s@o representadas pelo género Lactobacillus sp. e Pediococcus sp. A rapida producéo de
acido latico por essas bactérias causa a reducdo e manutencdo do pH baixo, permitindo a
adequada preservacao do material ensilado, minimizando as perdas de nutrientes causados
por microorganismos e contribuindo de forma significativa para a dominancia final de bactérias
laticas (SPECKMAN et al, 1981).

Para que as bactérias acido-laticas tenham éxito em preservar a silagem, estas devem
superar a populacéo epifitica da forragem, tornando-se a populacdo dominantes no ambiente.
A microflora total, em forragens frescas, antes da ensilagem, varia geralmente entre 10° e 10°
unidades formadoras de coldnia (ufc) g* de forragem, segundo Langston e Bowman (1960),
sendo que Pahlow (1986), em revisdo de literatura, observou que a populacdo de bactérias
laticas epifiticas nas forragens varia de 10* a 10° ufc/g de forragem. Porém, Pereira e Santos

(2006), verificaram que populacdo de bactérias aerObias € muito maior que a populacdo de
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bactérias laticas no momento da ensilagem, o que acarreta em falhas no processo
fermentativo.

As bactérias laticas epifiticas sdo indispensaveis para o processo fermentativo. Segundo
Muck (1988), o sucesso da fermentacao latica se baseia em 3 fatores: anaerobiose, substrato
adequado e suficiente para bactérias acido-laticas se desenvolvam e populacdo dessas
bactérias em quantidade suficiente para que essas se tornem dominantes na silagem.
Entretanto, esse grupo de microrganismos é o que mais varia nas forragens frescas, desde de
10" & 10° ufc/g de matéria verde em alfafa, 10° em gramineas perenes e 10’ em milho e sorgo
(PAHLOW et al., 2003). A populacédo de bactérias laticas epifitas € muito variavel; oscila de
nenhuma a diversos milhdes de unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de
forragem (SATTER et al., 1988).0 mesmo pode ser observado para plantas forrageiras de
clima tropical (ROCHA, 2003 e SOUSA et al., 2006). Mahanna (1993), Weinberg e Muck
(1996) e Kung Jr. et al. (2003), afirmaram que a inoculacdo de microrganismos nas taxas de
10° a 10°ufc/g de forragem fresca é suficiente para que bactérias homolaticas dominem a
fermentacao e preservem o material.

Entretanto, a qualidade da silagem varia em funcao de varios fatores extrinsecos, como
o manejo de confeccéo do silo, condi¢des climaticas e microbiota epifitica (MAHANNA, 1997),
e intrinsecos, como teor de matéria seca e carboidratos sollveis, poder tampao, nitratos e
outras substancias nitrogenadas (MORAIS, 1995).

O estudo da microbiota epifitica das plantas, segundo Pahlow (1989), apresenta
resultados altamente variaveis quanto a diversidade e niumero de microrganismos. De acordo
com Ely et al. (1982), essa microbiota epifitica pode interferir no desempenho do inoculante,
competindo pelo substrato, afetando a eficiéncia dos aditivos, incluindo inoculantes contendo
microrganismos exogenos. O numero de cepas de microrganismos epifiticos € variavel, sendo
afetado pelo tipo de forragem, estadio de maturacéo da planta, pelo clima, por tratos culturais,
pelo tipo de corte e condicionamento da forrageira (GALLO e CANHOS, 1991; LIN et al., 1992).
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4.6 Hipotese

A inoculacdo de aditivos microbianos nem sempre produz respostas consistentes ou
resultados estatisticamente significativos (HIGGINBOTHAN et al., 1998; EICHELBERGER et
al., 1997; CHEN et al., 1994; BOLSEN et al., 1992; LUTHER, 1986 e SHOCKEY et al., 1985),
sendo alguns, até mesmo, controversos.

Vale ressaltar que séo pucos os trabalhos como os de Gonzélez e McLeod (1976), Alli
et al. (1983) e Bernardes et al. (2002), que determinaram o efeito de aditivos sobre a contagem
de leveduras em silagens de cana-de-acucar, e mais raros ainda 0s que caracterizam a
populacao epifitica da cana-de-acucar, como o de Lépez et al. (1988) e Bravo-Martins (2004),
0 que dificulta ainda mais o entendimento da dinaminca da populagdo de microrganismos que
afetara diretamenta a fermentacéo das silagens e a viabilidade de aditivos usados o controle
da fermentacéo para silagens de cana-de-acucar.

Portanto, considerando o0s possiveis efeitos positivos e negativos de agentes
microbianos no processo de conservacdo de forragens, € essencial envidar esforcos na
avaliacdo microbiologica das forragens e das silagens.

A hipoétese desse trabalho é que a populacdo de microrganismos em plantas de cana-
de-acucar varia de acordo com o estadio de maturacao, fatores ambientais e diferentes partes

da planta.

4.7 Objetivo

O objetivo do trabalho é realizar analise descritiva da populacdo microbiana em plantas
de cana-de-acucar (IAC 93-3046), submetida a diferentes tipos de fertilizacdo, utilizando a

técnica de plaqueamento, bem como estabelecer possiveis relacdes entre fatores ambientais,

estadio de maturacao e valor nutritivo.
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5. Material e Métodos

5.1 Local, duragéo e tratamentos avaliados no experimento

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Departamento de Zootecnhia da
Universidade de S&o Paulo, Campus ‘Luiz de Queiroz’ — USP/ESALQ — no municipio de
Piracicaba SP. O solo é caracterizado como Terra Roxa, tipo Kandiuldolfic Eutrudox
(Estruturado Eutréfico A Moderado, de textura Argilosa).

O periodo de experimentacéo foi de um ano, periodo correspondente a avaliacdo de um

ciclo de producédo da cana-de-acucar.

Tabela 1 — Valores médios de variaveis bromatolégicas e microbiologicas de fracGes de
plantas de cana-de-acglcar na fase pré-experimental.

Fracdes de plantas de cana-de-acucar

Variaveis Colmo Folhas verdes Folhas secas Planta inteira
MS (%) 7.7 17,3 ND 11,4
FDN (%MS) 72 78 ND 75

FDA (%MS) 45,7 49 ND 47
DIVMO (%MS) 44,6 35,3 ND 39,8
DIVMS (%MS) 47,6 41 ND 43

log BAL (ufc/gMV) ND ND ND ND

log LEV (ufc/gMV) 6 6,15 6,17 6,17

#ND — No determionado;

A cana-de-agucar variedade IAC 93-3046 foi plantada em Maio de 2008 em uma area
de 0,74ha. Essa variedade é considerada de alta produtividade, de ciclo médio a tardio, rustica
e responsiva (IAC, 2010). Foi aplicado cupinicida (Endosulfan — 10,7 I/ha) e feita adubacao
(250 kg/ha de NPK 08:24:15 acrescido de esterco curtido) no momento do plantio. Do total de
0,74ha, foi selecionada uma éarea homogénea de 0,18ha onde foi implantada a area

experimental (Figura 1).
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As tabelas 1 e 2 apresentam as meédias das variaveis avaliadas no talhdo de cana-de-

acucar da variedade IAC 93-3046 antes de se estabelecer o presente experimento. As

avaliacbes foram realizadas no dia anterior & implantacdo dos tratamentos e foi seguida a

mesma metodologia descrita nos itens 5.4, 5.5 e 5.6.

Tabela 2 — Valores médios de variaveis agronémicas de fracdes de plantas de cana-de-acucar

na fase pré-experimental.

Variaveis Valores
Produtividade tMS/ha 4,7
Produtividade tMV/ha 56
Numero de folhas verdes/planta 7,1
NUmero de secas verdes/planta 0,2
Peso Folhas verdes/planta (kg) 0,18
Peso Folhas secas/planta (kg) 0,18
Comp. Colmo (m) 0,8
Diam. Colmo (cm) 2,3
Peso Colmo (kg) 0,4
Numero nés/planta nés 4
NuUmero de inter-nés/planta 3
°Brix 5
Maturidade 68

A area experimental foi composta por 6 blocos, divididos em 12 parcelas de dimensdes

de 15m x 10m (150m?), cada uma sendo considerada como unidade experimental, com 0s

tratamentos aplicados as parcelas. Entre cada bloco, havia duas linhas de cana e duas ruas

para separacéo de areas.

Cada parcela foi composta por 7 linhas de avaliacdo de 15m cada, sendo o

espagamento entre linhas de 1,4m, onde duas linhas foram consideradas bordas inertes, trés
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utilizadas para avaliacdo de microbiologia e duas linhas para avaliacdo agronémica e
nutricional, todas alternadamente (Figura 2). No inicio de cada linha, em cada parcela, foram
desconsiderados 1,5m de borda, para minimizar os efeitos de borda, restando 12 metros
lineares onde foram coletadas as amostras mensais para avaliacdo agronémica e nutricional
(figura 2).

IAC 93-3046

~
>~
© 2008 MapLinki/Tele Atlas » ()()081(
Image © 2008 DigitalGlobe
22°42'10.85"S  47°37'08.25°W elev 536 m Jun 14, 2007 Eyealt 956m

Figura 1 — Vista superior da area experimental no Departamento de Zootecnia da ESALQ
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Figura 2 — Croqui das parcelas experimentais com identificacdo das linhas para avaliagbes agronémica,

nutricional e microbiolégica

Os tratamentos foram compostos por dois niveis de adubacé&o, sendo equivalentes a:
1) 600kg/ha de NPK 20:00:20 (NPK) e 2) 300kg/ha de NPK 20:00:20 acrescido de 6t/ha
de esterco curtido (esterco), objetivando a mesma dosagem de nitrogénio (120kg de N/ha),

segundo recomendagdes do IAC (2002).
5.2 Mensuracdes climéticas

Durante todo o periodo experimental foram monitoradas a temperatura maxima, minima
e média diaria (uso de termdmetros, expresso em °C), a precipitagdo (obtida por meio de
pluvibmetros, expresso em mm) e umidade relativa do ar (obtida com base em higrémetro,
expresso em %) e radiacéo solar (obtida por helidgrafo, expresso em cal/cm?.dia™), sendo os
dados descritos na Tabela 3 e na Figura 3. Estes dados sao monitorados diariamente pelo
posto meteoroldgico do Departamento de Ciéncias Exatas do Campus ‘Luiz de Queiroz’ da

Universidade de Sao Paulo (USP/ESALQ), localizado a cerca de 500m da area experimental.
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Tabela 3 — Variaveis climaticas observadas durante o periodo de coleta.

Variaveis avaliadas

Radiagao L 1 Temp. Temp. Temp.

R Precipitagao U.R o 3 o
Més de Solar Max Min. Média
coleta (callcm?d™) (%) (°C) (°C) (°C)
Janeiro 429,81 5,23 84 28,9 19,24 24,07
Marco 457,42 4,04 78,9 30,81 19,43 25,12
Maio 357,23 0,34 78,45 27,46 13,94 20,70
Julho 268,0 1,99 83,58 24,2 12,63 18,42
Novembro 501,27 6,55 74,43 31,72 20,14 25,93

Fonte: ESALQ, Universidade de S&o Paulo, Departamento de Ciéncias Exatas, 2009. ‘Umidade relativa;

2Temperatura maxima; 3Temperatura minima.

100
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UR (%); Temp. Média (°C);
Precipitagao (mm)
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o

E==Precipitacao
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------- Temp. Media

J A S O N D

Figura 3 - Precipitacdo (mm), temperatura média (°C) e umidade relativa do ar (UR, %) do municipio de Piracicaba

- SP, no ano de 2009. Fonte: : ESALQ, Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Ciéncias Exatas, 2009.
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5.3 Delineamento experimental

O experimento foi composto por blocos inteiramente casualizados, sendo 6 blocos com
2 parcelas cada, com dois tratamentos (tipos de adubacéo). As variaveis mensuradas foram
submetidas a analise de correlacdo de Pearson e aplicado o teste Tukey a 5% de significancia
para a comparacao das meédias.

O estudo dos modelos para ajuste em curvas de tendéncia temporal foi realizado
segundo o procedimento Proc Mixed e Proc NILIN, do pacote estatistico SAS, verséo 6.12 para
Windows® (SAS, 1996).

5.4 Avaliacdo agrondmica de plantas de cana-de-agucar

Foram usados para a coleta das plantas facdes pré-esterilizados, entre cada tratamento,
com solucdo quaternaria de amonio a 1%, aplicado com aspersor manual e deixado-se agir por
cerca de 5 minutos, seguido de alcool 70%.

Em cada uma das duas linhas destinadas a avaliagdo agrondmica foi colhida a forragem
disponivel em 1 metro linear, totalizando 2 metros por parcela. Apés a colheita, os perfilhos
foram cuidadosamente acondicionados e enrolados em lonas plasticas para que ndo houvesse
perda fisica de nenhuma estrutura e imediatamente levados ao Laboratério de Bromatologia do
Departamento de Zootecnia (USP/ESALQ) onde for realizada a avaliagdo biométrica. O feixe
foi pesado, em balanca mdvel com capacidade para 300kg, e todos os perfilhos contados para
a estimativa da produtividade da parcela.

Do feixe de cada parcela, 10 perfilhos foram selecionados aleatériamente e foram
realizadas avaliagbes biométricas e morfologicas.

A analise biométrica consistia em:

- comprimento dos colmos (altura da planta): mensurado com uso de fita métrica com
precisdo de 1mm, sendo o comprimento definido como a distancia entre a base da planta
(colo) e a ultima regido auricular visivel da folha +1, segundo método Kuijper (Dillewinj, 1952).

- didmetro médio dos colmos: avaliado com uso de paquimetro, obtendo-se medidas em
centimetros, realizada no internés central do colmo, de acordo com método proposto por
Zacarias (1977).
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- nimero de internds e de nos: realizadas pela contagem do namero de internds e de
nos presentes nos perfilhos, considerando como interndés aquele delimitado nas duas
extremidades por nés e sem a presenca da folha bandeira, de acordo com metodologia
proposta por Teixeira (2004).

- peso do colmo: o peso em massa foi obtido por pesagem dos perfilhos em balanca

com precisao de cinco gramas.

A analise morfoldgica consistia em:

- folha verde: folhas com ou sem ligula visivel, expandidas ou ndo, podendo apresentar
sinais de senescéncia (Sbrissia, 2004).

- folha morta: folha que apresentou mais de 50% do limbo foliar comprometido pela
senescéncia (Sbrissia, 2004).

- colmo: a fracdo contida entre a base da planta (colo) e a ultima regido auricular visivel
da folha +1, segundo método Kuijper (Dillewinj, 1952).

Nessas fracdes foram realizadas as seguintes avaliacdes:

- peso do colmo: apds separacao morfologica, os colmos foram pesados em balanca de
precisao de cinco gramas.

- peso folhas verdes e mortas . colmo™: ap6s separacdo morfoldgica, as folhas verdes e
as mortas foram pesadas isoladamente em balanca com precisao de 5 gramas.

- nimero de folhas verdes e mortas . colmo™: ap6s a separacdo morfoldgica, foi contado
o numero de folhas verdes e mortas de cada perfilho.

Além das avaliacdes descritas acima, todos os 10 colmos foram submetidos a avaliacédo
do °BRIX (teor de solidos sollveis por cento, em peso, de caldo), de acordo com método
proposto por CONSECANA (2003), sendo colhida amostra na base, no meio e na ponta de
cada colmo. Esse parametro é o mais utilizado na industria de acucar e alcool. Expressa a
porcentagem peso/peso dos solidos soluveis contidos em uma solu¢do pura de sacarose, ou
seja, mede o teor de sacarose na solucdo (FERNANDES, 2003)

ApoOs avaliagbes, as amostras foram picadas e acondicionadas em sacos de papel,
secas em estufa de circulacédo forcada a 60°C por 72 horas e processadas em moinhos tipo

Wiley com peneira de crivo de 1mm para posterior analises bromatoldgicas (item 5.6).
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5.5 Descricao da populacdo de microrganismos em plantas de cana-de-agucar

Foram usados para a coleta das plantas fac6es pré-esterilizados, entre as coletas de
cada tratamento, com solucdo quaternéria de amonio a 1%, aplicada com aspersor manual e
deixado-se agir por cerca de 5 minutos, seguida de alcool 70%

Ao todo, nove plantas foram coletadas aleatériamente nas diversas linhas de coletas
para microbiologia dentro de cada parcela, a fim de se obter amostra representativa da area,
sendo trés plantas em cada uma das trés linhas de avaliagdo. Os perfilhos foram
acondicionados em lonas plasticas novas e levadas ao Laboratorio de Bromatologia do
Departamento de Zootecnia (USP/ESALQ), onde foram processadas.

As plantas colhidas foram picadas em unidade picadora estacionaria de forragens
(Trapp — TRF70) estacionaria pré-esterilizada, antes e ap0s o processamento de cada
amostra, com solucdo de quaternaria de aménio a 1%, deixando-se agir por cinco minutos,
seguido de aspersdo de alcool 70%. Os perfilhos colhidos foram separados e processados
separadamente em planta inteira, folhas verdes, folhas secas e senescentes (com de 50% do
limbo foliar seco) e colmo. Entre cada amostra processada, os manipuladores usaram luvas de
latex esterilizadas com alcool 70%, para evitar contaminacdo entre amostras. Imediatamente
apos a picagem, amostras foram coletas e congeladas a -26°C para posterior analises
bromatolégicas (item 5.6).

Uma aliquota de 25g de cada amostra foi homogeneizada com 250 mL de solucéo
tampéo, composta de 2,25g/L de NaCl, 0,105¢/L de KCI, 0,12g/L de CaCL hexaidratado e
0,05¢/L de NaHCO3. Essas solucdes foram pré-esterilizadas em autoclave por 15 minutos a
121°C e sob 1 atm de pressdo. Os 25g de amostras foram homogeinizados com as solugées
no equipamento Stomacher® 80 Biomaster por 4 minutos e & 120 rpm. As solucdes ja
homogeinizadas foram filtradas em gaze estéril para liberacdo das células microbianas e
acondicionadas nos mesmos tubos onde estavam previamente os 250mL de solugdo tampao.

O isolamento e a contagem dos microrganismos foram realizads em capela de fluxo
vertical no por meio da técnica de plaqueamento em meio seletivo, segundo método descrito
por Kung Jr. et al. (1984), nas dependéncias do Laboratério de Patologia e Controle Microbiano
do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola (USP/ESALQ). Diluicdes

em série (x 10) foram realizadas em 9,9mL de solucéo tampéo pré-esterilizadas em autoclave
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por 15 minutos a 121°C. Os microrganismos foram isolados na sequéncia com o uso de meios
de cultura seletivos

O meio de cultura utilizado na contagem de bactérias acido laticas (BAL) foi o MRS agar
(Ox0id®) e adicionado de natamicina (0,25g/L), para inibir o crescimento de células
eucariontes, especificamente leveduras e mofos. O plaqueamento foi realizado em dupla
camada para a manutencgédo da anaerobiose, sendo que as placas de petri foram incubadas por
48 horas a 32°C.

O meio de cultura utilizado para a contagem de leveduras e mofos foi o YGC agar
(Fluka®), contendo clorofenicol para a inibicdo de eventual crescimento de bactérias. As placas
de petri foram incubadas a 32°C por 48 e 72 horas para a contagem de leveduras e mofos,
respectivamente.

Todas as placas de petri foram mantidas em estufas tipo BOD (biochemistry oxygen
demand) da marca Tecnal® de acordo com o tipo de microrganismo, sendo uma estufa para
bactérias acido laticas e outra para mofos e leveduras. O numero de colbnias, tanto de
bactérias como de leveduras e mofos presentes nas placas, contados com auxilio do contador
de colénias CP600 plus da Phonix® foi registrado como sendo unidade formadora de col6nia
(ufc) e expressa como logaritimo na base 10.

As coletas foram realizadas respeitando-se a nao ocorréncia de chuva com a finalidade
de coletar amostras isentas de alteracdes tanto na populagédo microbiana como nos teores de
materia seca, em virtude da alteracao na atividade de agua.

5.6 Avaliacédo nutricional de plantas de cana-de-acucar

As andlises bromatoldgicas de todas as amostras geradas no decorrer do experimento
(itens 5.4 e 5.5) foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de Bromatologia do
Departamento de Zootecnia (USP/ESALQ).

As amostras foram secas em estufas de circulacdo forgada a 60°C por 72 horas ou até
atingirem peso constante para se determinar os valores de matéria seca (SILVA, 1981) e,
posteriormente moidas em moinhos di tipo Wiley, providos de peneira com crivo de 1mm e

armazenadas em potes plasticos com tampa provida de rosca.
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Em funcdo do numero expressivo de amostras geradas durante o experimento, a
estimativa da composicdo quimico-bromatoldgica, foi realizada com base no método de
espectroscopia de reflectancia de infravermelho proximal (NIRS) (COZZOLINO et al., 2001). O
equipamento utilizado foi o espectrometro modelo NIRS 5000 (NIRSystem®, SILVER SPRING,
MD, USA) acoplado a microcomputador equipado com software WinISI Il versdo 6.2 9 Intrasoft
International, PA).

As amostras moidas foram acondicionadas em células de leitura modelo Transport
quarter cup (cddigo IH — 0379), sendo em seguida escaneadas para a obtencdo do espectro
NIRS. Apds o0 escaneamento das amostras, as leituras assumiram comprimentos de onda
entre 700 e 2100nm e armazenados em curvas log (1/R, onde R é o valor da reflectancia), em
intervalos de 2 nm.

Com base no software do programa entdo, se estimou a composicdo quimico-
bromatoldgica das amostras por meio de equacdes de predicdo criadas com base em métodos
estatisticos contidos no programa.

Foram determinadas as variaveis equivalentes a:

- matéria seca (MS): determinada em estufa a 105 °C durante 24h (A.O.A.C., 1990),
com anterior pré-secagem em estufa a 60 °C;

- porcao fibrosa: determinados o teor de fibra em detergente acido (FDA) e fibra em
detergente neutro (FDN), de acordo com Van Soest et al. (1991);

- digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da matéria organica (DIVMO):
determinados por meio do método ANKON Fiber Analyzer (ANKON Technology Corporation,
Fairport, NY).

6 Resultados e discussao

Todas as tabelas e figuras apresentas no item 6 mostram os valores das variaveis
referentes a todo periodo experimental, inclusive o més de Janeiro, relativo a fase pre-
experimental. Entretanto, como visto no item 5.1, no més de Janeiro ainda ndo haviam sido
impostos os tratamentos. Assim, os dados obtidos na fase pré-experimental (Janeiro) nao

participaram nas andlises estatisticas.
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6.1 Avaliacdo agronémica de plantas de cana-de-acucar

6.1.1 Produtividade de cana-de-acucar

A Tabela 4 apresenta os valores médios de produtividade, expressos em matéria seca e
matéria verde de cana-de-acucar IAC (93-3046) ao longo do periodo experimental. Ndo se

observou efeito do tratamento sobre a variavel avaliada (P>0,05).

Tabela 4 — Produtividade média em matéria verde e seca (t/ha) do talhdo de cana-de-
acucar (IAC 93-3046) ao longo do periodo experimental

Epoca do ano

Variavel Marco Maio Julho Novembro EPM’
Prod. MV 161,7ab 177,7ab 152,6b 188,5a 11,4
Prod. MS 30,6¢ 44,2ab 37,9b 51,6a 2,47

*EPM — erro padréo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

Entretanto, ao longo do tempo observou-se aumento significativo da produtividade
(P<0,05), tanto na massa verde como seca. Porém, esse aumento ndo foi linear como se era
esperado, uma vez que no més de Julho houve uma queda significativa na produtividade. I1sso
provavelmente é reflexo do periodo de estiagem, que atingiu os meses de Maio a Setembro.
Nesse periodo, ha escassez de agua e diminuicdo do fotoperiodo diminuindo a taxa
fotossintética e, consequentemente, o acimulo de biomassa. Isso faz com que a planta utilize
suas reservas energéticas, no caso da cana-de-acUcar a sacarose, levando a queda no
acumulo de biomassa. Isso pode ser comprovado pela diminuicdo no didametro e peso do
colmo e estagnacdo do comprimento do colmo das plantas de cana-de-acUcar durante o
mesmo periodo do experimental (Tabela 6). Segundo Ramesh (2000), a deficiéncia hidrica
pode afetar o crescimento, a producdo de MS e a produtividade final da cultura, o que foi
observado no presente experimento.

Os valores de produtividade obtidos no experimento variaram de 162 a 188 tMV/ha, o
que pode ser considerado bem elevado, uma vez que Silva (1993) relatou que a produtividade
meédia da cana-de-acgUcar estaria entre de 80 e 120 tMV/ha. Porém, Camara (1993) reportou

valores cana-de-agucar de ‘ano-e-meio’ entre 140 e 180 tMV/ha. Considerando-se que a cana-
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de-acucar do presente experimento foi plantada em Maio de 2008, em Maio de 2009 essa
planta ja apresentava 12 meses e em Novembro de 2009, 18 meses, ‘cana-de-acucar de ano-
e-meio’, e os valores de produtividade estdo dentro da amplitude observada por Camara
(1993) e, superior aqueles reportados por Silva et al. (2004) com o valor de 136,5 t/ha e
Schmidt (2006), que encontrou valor de 144,3 t/ha em cana-de-agucar aos 15 meses, ambos
com a variedade IAC 86-2480.

Foi observado aumento na varidvel °Brix durante o periodo experimental (Tabela 7 e
figura 7). Isso provavelmente deve-se ao fato de que a diminuigdo do colmo associada a menor
disponibilidade de agua, gerou aumento na concentracdo de sacarose, e portanto do °Brix.
Isso pode ser comprovado pela queda expressiva da produtividade medida em massa verde
em relacdo a produtividade expressa em matéria seca. A produtividade em matéria seca teve
diminuicdo de 4 unidades percentuais, ao passo que em massa verde a diminuigéo foi de cerca

de 25 unidades percentuais, resultante da queda no teor de umidade da planta.

6.1.2 Avaliacdo morfologica de cana-de-acucar

Os dados referentes a avaliacdo morfolégica das plantas de cana-de-acucar (IAC 93-
3046) estdo expressos has tabelas 5, 6 e 7. Os tratamentos ndo apresentaram diferencas entre

si para as variaveis de composi¢cao morfolégica analisadas (P>0,05).

6.1.2.1 Folhas secas e folhas verdes

Observa-se pela Tabela 5 que o nimero e peso de folhas verdes e secas variaram
significativamente ao longo do tempo (P<0,05), sendo que os valores aumentaram para o
namero de folhas e peso de folhas secas e diminuiram para peso de folhas verdes.

O numero de folhas verdes partiu de 9,5 no primeiro més de avaliacéo e atingiu cerca
de 10 no ultimo més, o que é esperado, uma vez que ao passar do tempo houve aumento da
biomassa das plantas. Porém, esse aumento nao foi linear, pois observou-se que nos meses
de Marco a Julho o niumero e o peso de folhas verdes diminuiu, provavelmente devido ao
periodo de estiagem, que ofertou menor disponibilidade de agua. Contudo, em Novembro o

namero de folhas verdes passou a aumentar significativamente devido ao inicio do periodo das
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aguas (Tabela 3). Isso pode ser corroborado pelo aumento do nimero e peso de folhas secas,
uma vez que a falta de agua induziu a senescéncia das folhas. nos meses de Maio, Julho e
Novembro esse numero aumentou apenas, partindo de cerca de zero folhas por planta até
cerca de 3 folhas. Esses valores mostraram o avango da maturidade da planta e a influéncia
ambiental sobre a composi¢cdo morfologica da planta, pois segundo Taiz e Zeiger (2006), a
resposta mais significativa das plantas ao déficit hidrico resulta no de decréscimo da producéo
de éarea foliar e aceleracdo da senescéncia e da perda de folhas. Embora o nimero de folhas
secas aumente ao longo do tempo, esse valor provavelmente foi subestimado devido a facil
desfolha da cana-de-acucar e da manipulacdo dos perfilhos entre a fase do campo e de

laboratorio.

Tabela 5 — Média de numero e peso (kg) de folhas verdes e secas de plantas de cana-
de-acucar (IAC 93-3046) ao longo do tempo

Tempo
Variavel Marco Maio Julho Novembro EPM’
Folhas verdes 9,58a 8,01b 8,17b 10,152 0,23
Folhas secas 1,26b 2,92a 2,53a 3,012 0,18
Peso folhas verdes 0,19a 0,14b 0,12b 0,13b 0,007
Peso folhas secas 0,01c 0,03a 0,021b 0,022b 0,002

*EPM — erro padrdo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

6.1.2.2 Colmo

Os dados referentes ao colmo das plantas de cana-de-agUcar estdo expressos nas
tabelas 6 e 7. Ndo houve influéncia de tratamento nas variaveis (P>0,05), entretanto, houve
efeito significativo do periodo experimental sobre as variaveis do colmo (P<0,05).

E evidente que durante o periodo experimental houve crescimento significativo do
colmo, tanto no comprimento como no peso. Porém, a variavel diametro de colmo apresentou
decréscimo significativo a partir do més de Maio e Julho. Como se deu com as variaveis de
folha, a explicacdo para isso se devem as influéncias ambientais, especificamente a

disponibilidade de agua (Figura 3).
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Tabela 6 — Média do comprimento, diametro e peso de colmo, nimero de ndés e
internos de plantas de cana-de-a¢Ucar ao longo do periodo experimental.
Epoca do ano

Variavel Marco Maio Julho Novembro EPM
Comprimento, m 2,3c 2,6b 2,6b 2,9a 4,01
Diametro, m 2,9a 2,8ab 2,6b 2,7b 0,03
Peso, kg 1,4c 1,57b 1,55bc 1,9a 0,06
NUmero nds, n 12c 15b 15b 27a 0,33
NuUmero internés, n 1llc 14b 14b 26a 0,33

*EPM — erro padréo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra néo diferem entre si (P>0,05).

O peso e comprimento do colmo aumentam de Marco para Maio, mas que a partir de
Julho esse crescimento esteve estagnado, ndo aumentando significativamente. A partir de
Julho esse crescimento voltou a ocorrer, provavelmente como reflexo da pouca disponibilidade
de agua, que freou o crescimento durante a estacdo seca, sendo que quando a estacao
chuvosa se iniciou por volta dos meses de Setembro e Outubro, o crescimento voltou a ser
expressivo (Tabela 3). Isso é corroborado por Ramesh (2000), que observou que a deficiéncia
hidrica afetou o crescimento, a producédo de MS e a produtividade final da cultura. Ainda assim,
os valores de comprimento de colmo encontrados (2,3 a 2,9m) estdo acima dos reportados na
literatura; Silva et al. (2004) reportaram a altura com 221 cm para a variedade IAC86-2480, em
cana planta. Landell et al. (2002) apresentaram dados médios dos trés primeiros ciclos de
producao da variedade IAC86-2480 com 222,2 cm de altura.

O peso do colmo é a porcdo que mais representa o peso final da planta. No presente
estudo, variou de 0,4 a 1,9 kg, sendo que as folhas verdes e secas apresentaram valores de 0
a 0,13 kg (Tabela 5). Machado (1987) e Suguitani (2006), citados por Schogor (2009),
relataram que esse comportamento é devido ao fato da massa seca de colmos representar
porcao significativa da massa seca total da parte aérea, exceto nas primeiras semanas em que
a massa de folhas é mais significativa. No entanto, a variavel diametro de colmo diminuiu
durante a estiagem e permaneceu assim durante todo o periodo experimental. Esse valor foi
superior ao encontrado por Schogor (2009), que relatou valores de 2,1 cm, sendo que seus
valores também n&o diferiram para os tratamentos impostos. Entretanto os valores
encontrados no presente experimento estdo proximos aos de Silva et al. (2004), que

reportaram valores de diametro de 2,6 cm para a variedade IAC86-2480 e Landell et al. (2002),
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que apresentaram dados meédios dos trés primeiros ciclos de producdo da variedade IAC86-
2480 de 2,47 cm de diametro. Porém, de acordo com Teixeira (2004), o diametro dos colmos
pouco interfere sobre as caracteristicas quimicas e nutricionais da cana-de-agucar, com base
na andlise de correlagéo entre essas caracteristicas.

O numero de nos e internds também ndo apresentou diferenca quanto ao tratamento
imposto (P>0,05), porém, como os outros dados relacionados ao colmo, apresentou diferenca
significativa durante o periodo de avaliagdo (P<0,05).

Os valores observados estdao de acordo com os dados de comprimento e peso de
colmo, partindo de 12 nés no inicio do experimento e alcancado 27 nés com um ano e meio de
idade. O peso e comprimento do colmo aumentaram de Marco para Maio, mas entre Maio e
Julho esse crescimento esteve estagnado, porém a partir de Julho retomou o crescimento
devido a presenca de agua no periodo das chuvas (Tabela 3). Os nimeros de nds observado
atestam o fato de que durante todo o experimento as plantas de cana-de-acucar apresentaram
crescimento, tanto em comprimento como em peso, mesmo sendo em menor taxa nos meses

de estiagem.

6.1.3 Maturidade

6.1.3.1 °Brix

A tabela 7 apresenta as médias do °Brix de diferentes partes das plantas de cana-de-
acucar durante o periodo experimental. Nado se observou diferenca estatitica quanto ao
tratamento imposto sobre a cana-de-aglcar (P>0,05), entretanto, a variavel °Brix variou
significativamente ao longo do tempo (P<0,05).

A variavel °Brix é descrita como o teor de solidos sollveis, e no caso da cana-de-
acucar, a sacarose € o principal representante. Ao longo do periodo experimental, os valores

de °Brix foram ascendentes, atingindo valores de cerca de 20.
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Tabela 7 — Média do °Brix da planta toda e de partes da plantas de cana-de-aclcar ao
longo do periodo experimental

Epoca do ano

Variavel Marco Maio Julho Novembro EPM
°Brix ponta 5d 19b 18c 21a 0,26
°Brix meio 12¢ 18b 20a 20a 0,37
°Brix base 15b 14b 20a 19a 0,39
°Brix médio 10d 17c 19b 20a 0,25

*EPM — erro padrao da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

Os valores médios de °Brix estdo de acordo com reportados pela literatura. Marques e
Silva (2008), estudando a variedade IAC86-2480, reportaram valores de 15°Brix aos 10 meses,
acima do encontrado no presente trabalho. Também, Thiago (2009), encontrou valor médio de
19,7°Brix aos 10 meses. Porém, Rodrigues et al., (1997) estudando 11 variedades diferentes
de cana-de-agUcar, reportaram valores de 16,4 a 19,9°Brix aos 15 meses. No presente estudo
foram encontrados 19°Brix aos 14 meses. Isso sugere que a variedade IAC 93-3046 esta
dentro da amplitude normal de variacdo para a cultura.

O °Brix sofre influéncia direta do teor de umidade no solo (FERNANDES, 2003). Durante
o periodo de Julho a Novembro observa-se que o °Brix varia muito pouco, provavelmente

devido & incidéncia de chuvas maior apartir do més de Agosto (figura 3).

6.1.3.1 indice de maturidade

A tabela 8 apresenta os valores referentes ao indice maturidade da cana-de-agucar IAC
93-3046 ao longo do periodo experimental. Os valores de maturidade foram obtidos com base
no quociente entre o °Brix da ponta da planta de cana-de-aglcar pelo °Brix da base, sendo o
resultado multiplicado por 100.

Nao se observou diferencga significativa entre os tratamentos (P>0,05), porém o tempo
influenciou o indice de maturidade das plantas (P<0,05). Pois ao longo do tempo o indice de
maturidade aumentou, de 33,46% no més de Marco e atingindo 88,5% no més de Novembro.

Considerando-se o indice de maturacdo como referéncia para distincdo das fases do
ciclo fenoldgico da cana-de-acucar, observou-se incrementos do peso do colmo, no numero

de nés e, portanto aumento em altura das plantas (Tabela 6).
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Entre os meses de Julho e Novembro ndo houve diferenca estatistica, provavelmente
devido ao fato de indices superiores a 85% de maturidade refletirem o maximo acumulo de
sacarose na cana-de-acucar (CONSECANA, 2003).

Tabela 8 — indice de maturidade de plantas de cana-de-actcar (IAC 93-3046) ao longo
do periodo experimental

Epoca do ano

Variavel Marco Maio Julho Novembro
Maturidade, % 33,46¢ 71b 86,54a 88,51a
*EPM 1,48 2,92 0,91 0,84

*EPM — erro padrdo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

No més de Maio, o talhdo de cana-de-acucar usado no experimento atingiu 12 meses,
periodo em que a planta atingiu sua maturidade. Isso foi observado, pois na coleta de Maio o
indice de maturidade atingiu 71. De acordo com CONSECANA (2003), entre 60 e 85 de indice
de maturidade a cana-de-agUcar pode ser considerada madura, e portanto, pronta para
colheita. De Marco a Maio, em apenas dois meses, 0 incremento no indice de maturidade
chegou a ser de 38, porém nos dois meses seguintes, de Maio a Julho, foi apenas de 16
unidades percentuais. Apdés esse periodo a planta atingiu sua maturidade e, apés isso, 0
crescimento foi gradativamente diminuindo. Isso pode ser observado e comprovado pelo °Brix
meédio da cana-de-acucar no mesmo periodo (figura 7), onde nos meses de Marco a Maio o
acumulo de sdlidos totais, que na cana-de-acUcar corresponde basicamente a sacarose,
apresentou aumento de 7 °Brix e, nos meses seguintes apenas 2 °Brix. Isso, de acordo com
Carvalho et al., (2009), é evidéncia de que até Maio as plantas ainda estavam em fase de

crescimento e apos atingir a maturidade o crescimento foi desacelerado.

6.2 Avaliacdo quimico bromatolégica de plantas de cana-de-acucar

As tabelas 9, 10, 11, 12 e 13 apresentam os valores médios das variaveis

bromatoldgicas avaliadas
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6.2.1 Teor de matéria seca

A tabela 9 apresenta os valores médios dos teores de matéria seca das plantas de
cana-de-aclcar e de suas diferentes fragbes ao longo do tempo. Nao houve diferenca
estatistica em relacdo ao tratamento imposto a cana-de-acucar (P>0,05). Porém, houve
diferenca significativa ao longo do periodo experimental para todas as fracdes da planta
(P<0,05).

De modo geral, os teores de matéria seca aumentaram ao longo do tempo, com
excessao da fracao folha seca (Tabela 9) que apresentou decréscimo nos meses de Julho a
Novembro. Isso provavelmente, deveu-se a maior incidéncia de chuva no més de Novembro
(Tabela 3), chegando a 6,55 mm no més.

As folhas verdes aumentaram seu teor de matéria seca de 24% até 29%. Isso é
esperado, pois as folhas verdes com o tempo tendem a aumentar seu teor de matéria seca até
se tornarem folhas secas (mais de 50% do limbo foliar seco). Ao observar-se a Tabela 5 (item
6.1.3), pode-se concluir que o peso das folhas verdes diminuiu significativamente apos o0 més
de Maio, uma evidéncia de que essas folhas estiveram perdendo agua, aumentando o teor de
matéria seca e se tornando folhas secas. Isso é explicado por Cesnik e Miocque (2004), que
relataram a ocorrenia de translocacéo de fotoassimilados, principalmente sacarose, das folhas

para o colmo, onde estes sdo armazenados.

Tabela 9 — Valores médios dos teores de matéria seca (MS) de fracdes de plantas de cana-
de-acucar ao longo do periodo experimental.

Teor de MS (%)

Epoca do ano

Fracdo Marco Maio Julho Novembro EPM’
Colmo 17c 23b 23b 27a 0.42
Folhas secas 60b 76a 78a 70ab 2.43
Folhas verdes 24b 27ab 28ab 29a 1.06
Planta inteira 19c 24b 24b 28a 0.5

*EPM — erro padrdo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

A fracdo colmo foi, provavelmente, toda a grande responsavel pela variacdo do teor de

matéria seca da planta toda, uma vez que os colmos variaram de forma semelhante a planta
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inteira e praticamente na mesma intensidade. Os dados do presente experimento estdo de
acordo com os reportados na literatura. Muraro (2007) encontrou resultados para teor de
matéria seca de colmo em torno de 25,3% para cana-de-agucar com 16 meses. Thiago (2009),
reportou valores de 23,65% de matéria seca no colmo de cana-de-aglcar com 12 meses de
idade.

O teor de matéria seca da planta inteira como mancionado, variou de forma semelhante
ao colmo, uma vez que essa fragdo correspondeu a maior por¢ao da planta. Como as coletas
do experimento foram iniciadas quando a cultura atingiu cerca de 10 meses, a variagao do teor
de matéria seca, embora tenha sido significativa ndo foi muito expressiva, havendo apenas
cerca de 10% de incremento ao longo de todo o experimento.

Aos 12 meses a cana-de-agucar apresentou teor de matéria seca de 24%, sendo que
dados reportados pela literatura séo variaveis. Thiago (2009), trabalhando com a variedade
IAC 86-2480, relatou valores de 32,3% de matéria seca. Entretanto, Freitas et al., (2006),
trabalhando com 13 variedades de cana-de-acUcar voltadas para producdo animal, reportaram
valores variando entre 20,1 e 27,8% de matéria seca, concordantes com outros trabalhos que
encontraram valores de cerca de 27% de matéria seca (COAN et al., 2002; BERNARDES et
al., 2002).

Schmidt (2006), reportou valores semelhantes aos encontrados no presente trabalho
(24%), com excessao a cana-de-acUcar colhida aos 12 meses, onde o autor relatou teor de
30,4%. O autor encontrou teores de matéria seca de cerca de 24,2% aos 15 meses e 27,7%
aos 18 meses de idade para a variedade IAC 86-2480, semelhantes aos do presente estudo,
qgue foram 24% aos 14 meses e 28% de matéria seca aos 18 meses de idade. O acumulo de
matéria seca crescente ao longo do tempo também foi observado por Azevedo et al. (2003),
que avaliarma 15 variedades de cana-de-acgucar cortadas aos 14 e 18 meses, e verificaram
teores médios de 26,3% e 29% aos 14 e 18 meses respectivamente. Kung Jr. e Stanley
(1982), em estudo com cana-de-acUcar e sua composi¢cdo quimica, observaram aumento do
teor de matéria seca com o aumento da idade da planta, cortada aos 6, 9, 12, 15 e 24 meses.

Assim, os valores do teor de matéria seca do presente experimento estdo dentro do esperado.
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6.2.2 Componentes fibrosos

Os valores dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) estdo expressos na tabela
10 e os teores de fibra em detergente acido (FDA) estdo expressos na tabela 11. Nao houve
diferenca significativa (P>0,05) para os teores de FDN e FDA nos diferentes tratamentos.
Porém, a diferenca foi significativa para as fracées ao longo do tempo, com excessao da fracao
FDA para folhas secas, que apresentou-se com cerca de 48% de FDA na base seca para
todos os meses de avaliagcao.

As fracOes de foi aquela que apresentou o maior teor de fibra. Os teores de FDN e FDA
nao foram alterados de forma expressiva nas folhas verdes, uma evidéncia de que ndo houve
acumulo expressivo de carboidratos sollveis nessa fragdo, ao contrario do que ocorreu no

colmo, uma vez que este atua como dreno metabdlico na planta.

Tabela 10 — Valores médios dos teores de FDN de fracdes de plantas de cana-de-acucar ao
longo do periodo experimental.

Teor de FDN (%MS)

Epoca do ano

Fracéo Marco Maio Julho Novembro EPM
Colmo 55a 46b 48b 46b 0.65
Folhas secas 80a 78ab 79a 80a 0.30
Folhas verdes 79a 78ab 78a 75c 0.31
Planta inteira 6la 55b 53b 55b 0.76

*EPM — erro padrdo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

O maior valor de FDN na fragéo folha verde foi observado aos 10 meses, 79% da
matéria seca, e 0 menor aos 18 meses, com teor de 75% da matéria seca. Os teores de FDA
variaram de 50% a 46,6% nos meses de Marco e Novembro, respectivamente. Em relacdo as
folhas secas, a por¢cao mais fibrosa da planta, ao longo dos meses os teores de FDN pouco
variaram, sendo que apenas no més de Maio houve diferenca estatistica, atingindo 78% de
FDN, sendo na média 79% da matéria seca.

Os valores de FDA para as folhas secas atingiram 48% da matéria seca e
permaneceram assim ao longo do experimento, sem manifestaram diferenca estatistica entre

si (P>0,05). Apesar dos teores de FDA para folha seca n&o variarem, para a fragao folha verde
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estes diminuiram. Rodrigues et al. (1997), reportaram que os valores de FDN na fracéo folha
estiveram entre 76,6% e 80,8% da matéria seca. Thiago (2009) também encontrou valores
decrescentes com o tempo de 81,39% a 72,04% de FDN aos 4 e 12 meses e de 54,5% a
46,6% de FDA. Embora esse autores tenham avaliado apenas a fracao folha, sem distingéo
entre folha verde e folha seca, ainda assim os valores relativos encontrados estédo de acordo

com os avaliados no presente estudo.

Tabela 11 — Valores médios dos teores de FDA de fracfes de plantas de cana-de-acgucar ao
longo do periodo experimental.

Teor de FDA (%MS)

Epoca do ano

Fracdo Marco Maio Julho Novembro EPM
Colmo 33,8a 30,6b 31,4b 29,7b 0,39
Folhas secas 48,3 48,1 48 48,4 0,14
Folhas verdes 50a 49b 48,2b 46,6¢C 0,20
Planta inteira 38,4a 35,9b 34,6b 35,6b 0,46

*EPM — erro padrédo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

A fracdo colmo apresentou queda no teor de fibra, tanto de FDN quanto para FDA. O
colmo partiu de 55 e 33,8% em Marco até 46% e 29,7% em Novembro para FDN e FDA,
respectivamente . Isso é esperado uma vez que o acumulo de sacarose ao longo do tempo
dilui a concentracdo de fibra. Valores semelhantes foram encontrados por Thiago (2009), que
relatou valores de FDN para o colmo variando entre 45% e 48% (média de 46,72%) da
matéria seca aos 12 meses de idade. Rodrigues et al. (1997), observaram variacdo no teor de
FDN do colmo variando entre 40,5% e 48,9% da matéria seca em variedades de cana-de-
acucar. Thiago (2009) observou variacédo de 27,9% a 41,8% de FDA na matéria seca. Muraro
(2007), em colmos de cana-de-acucar, em diferentes idades de corte, observou variacao de
37,9% a 31,21% de FDA na matéria seca. Esses dados corroboram os encontrados no
presente experimento.

Os teores de FDN e FDA da planta inteira se comportou do mesmo modo, dimunuindo
de Marco (61% e 38,4% de FDN e FDA, respectivamente) para Maio e permanecendo

constante até Novembro (55% e 35,6% para FDN e FDA, respectivamente). Os teores de fibra
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da planta inteira acompanharam os teores de fibra do colmo, uma vez que essa fracédo € a
majoritaria na planta e, portanto, a mais expressiva.

A forragem apresentou valores madios superiores aos encontrados por Rodrigues et
al., (2001), que observaram teor médio de FDN igual a 44,18% para a cana-de-acucar IAC 86-
2480. Também maiores que os de Andrade et al., (2002), que avaliaram 60 variedades de
cana-de-acucar para uso na alimentacdo de ruminantes, colhidas aos 12 meses de idade,
onde foram encontrados valores variando para de FDN entre 36 e 56% da matéria seca, e de
FDA entre 21 e 36%. Pedroso et al., (2005) observaram para FDA valores médios entre 35,3 e
42%, e para entre 45,7 e 57,9%, da matéria seca. Ja Schmidt (2006), encontrou valores
superiores de FDN aos 12 meses de idade, 61,8% da matéria seca, enquantoque para FDA
esse autor relatou teor de 36,8% da matéria seca. Azevédo et al., (2003) estudando 15
variedades de cana-de-agucar, encontraram valores de FDA com variacdo antre 24,3% a
29,7% na matéria seca

Rodrigues et al., (1997) sugeriram que teores de FDN acima de 52% da matéria seca
poderiam limitar o consumo e comprometer o desempenho animal. Os dados de FDN do
presente experimento sugerem que a variedade de cana-de-acucar IAC 93-3046 encontram-se

dentro da variacdo normal para os teores de FDN e FDA, conforma os relatos da literatura.

6.2.3 Coeficiente de digestibilidade

Na tabela 12 estdo apresentados os dados referentes aos coeficientes de digestibilidade
in vitro da matéria seca (DIVMS). N&o houve efeito significativo (P<0,05) das variaveis com o
tratamento imposto. Porém, houve diferenca significativa (P>0,05) ao longo do periodo
experimental.

Tendo em vista que os coeficientes de DIVMS e a porcdo fibrosa sdo grandezas
inversamente proporcionais, os valores se comportaram de forma.antagénica

Os maiores coeficientes de DIVMS foram encontrados na fracdo colmo, chegando a
69% da matéria seca. Ja as folhas secas foram as que apresentaram menores coeficientes de
DIVMS, cerca de 32% e a as folhas verdes permanecendo com cerca de 40%. De acordo com
Van Soest et al., (1991), a fragcado colmo apresenta diminuicao do coeficiente de digestibilidade

em funcdo do maior teor de fibra acumulado ao longo do tempo. Porém isso ndo ocorre com a
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cana-de-acucar, uma vez que no colmo é onde estdo localizadas a maior parte das reservas
da planta. Assim, o teor de fibra, menos digestivel, € diluido (Tabela 10) pelo alto teor de
sacarose (Tabela 7), aumentando assim a digestibilidade. O coeficiente de DIVMS do colmo
partiu de 62,1% e se estabilizou aos 69% no més de Maio. Nesse periodo a cana-de-agucar
atingiu 12 meses e, portanto a maturidade (Tabela 8), e o acumulo de sacarose no colmo foi
desacelerado, o que fez com que a DIVMS se estabilizasse. Rodrigues et al., (1997),
trabalhando com 11 variedades de cana-de-acgUcar, reportaram valores de 72,5% a 83,8% e
Thiago (2009), com a variedade IAC 86-2480, valores médios de 71,3% de DIVMS para a

fracdo colmo. Portanto os valores encontrados no experimento estao dentro do esperado.

Tabela 12 — Valores médios do coeficientes de DIVMS de fracBes de plantas de cana-de-
acucar ao longo do periodo experimental.

Coeficiente de DIVMS (%MS)

Epoca do ano

*

Fracdo Marco Maio Julho Novembro EPM
Colmo 62,1b 69a 67a 68,1a 0,71
Folhas secas 31,3b 34,1a 32,6ab 31,3b 0,50
Folhas verdes 38c 40,8b 40,9b 43,4a 0,40
Planta inteira 55,2b 58,9ab 61,8a 58,6ab 0,85

*EPM — erro padrdo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

Entretanto, as folhas verdes com menor quantidade de nutrientes apresentaram menor
digestibilidade que o colmo, sendo as folhas secas ainda menores. No més de Novembro, a
DIVMS das folhas secas caiu significativamente e das folhas verdes aumentou
significativamente. Provavelmente isso se deve ao fim do periodo de estiagem e o inicio da
estacdo chuvosa, que fez com que a planta apresentasse crescimento significativo, uma vez
que se observou nesse periodo aumento no numero de folhas verdes (figura 5) e no
comprimento do colmo (Tabela 6) e na produtividade (Tabela 4). Nesse periodo os poucos
nutrientes disponiveis nas folhas secas podem ter sido drenados para a formacdo de novas
folhas verdes, o que resultou no acréscimo da DIVMS das folhas verdes e decréscimo nas
secas.

A média dos coeficientes de DIVMS das folhas verdes permaneceram em torno de
40,7% da matéria seca, sendo em Marco (38%) o seu menor valor e em Novembro o maior

(43,4%). Esses valores de DIVMS estdo abaixo dos reportados na literartura. Thiago (2009),
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relatou que a variedade IAC 86-2480 aos 12 meses apresentou folhas com média de 51,2% de
DIVMS. Ja Rodrigues et al., (1997), trabalhando com 11 variedades de cana-de-agUcar,
encontraram valores de DIVMS nas folhas de 51,4% da matéria seca. Isso sugere que a
variedade IAC 93-3046 apresentou folhas com menor digestibilidade em comparagao com a
variedade IAC 86-2480, ja consolidade como variedade forrageira.

A planta inteira apresentou média do coeficiente de DIVMS aos 12 mesesde 58,9% no
més de Julho atingiu o maior valor, 61,8%. Aparentemente isso se apresenta como paradoxo,
uma vez que todos outros componentes da planta, colmo e folhas secas apresentaram
decréscimo nos valores de DIVMS, e a planta toda deveria acompanhar esse decréscimo na
DIVMS, porém isso nao foi observado. Entretanto, nesse més, Julho, os teores de fibra na
planta inteira mostraram decréscimo (Tabelas 11 e 12), o que foi responsavel pelo aumento da
DIVMS, como evidenciado.

Esses valores estdo dentro dos limites estabelecidos por Rodrigues (2001), que estudou
18 variedades diferentes de cana-de-acucar e sugeriu que os coeficientes de DIVMS deveriam
permanecer entre 58% e 69%, e de Boin e Tedeschi (1993), que preconizaram valores entre
54% e 64%. Entretanto, Freitas et al., (2006) reportaram valores de até 77,5%, que podem ser
considerados muito elevados.

Schmidt (2006), utilizando a variedade IAC 86-2480 para a confeccdo de silagens,
encontrou valores de DIVMS aos 12 meses de 65,8%. Rodrigues et al., (2001), trabalhando
com a mesma variedade de Schmidt (2006), resportaram valor de 64,2%, enquanto Oliveira et
al., (2004), para cana-de-aclcar aos 15 meses encontraram 64,66% de DIVMS. Ja Rodrigues
et al., (1997), em 11 variedades diferentes de cana-de-acucar, encontrou valores de 67,57%
até 77,23%.

Apenas o trabalho de Kung Jr. e Stanley (1982), relataram valores semelhantes ao do
presente trabalho, com DIVMS de cana-de-acucar colhida aos 6, 9, 12, 15 e 24 meses de
idade, variando de 52,6% até 60,3% da matéria seca.

Thiago (2009), citando Rodrigues et al., (1997), resaltou que os coeficientes de DIVMS
da cana-de-acuar devem servir apenas para comparacao entre diferentes variedades uma vez
que in vivo, esses valores sdo menores devido a baixa digestibilidade da fibra da cana-de-
acucar. Além disso, o mesmo autor sugeriu que a DIVMS néo deve ser utilizada isoladamente

como paramentro unico na escolha de variedades com fins de forragem.
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6.2.4 Correlacéo entre °Brix e DIVMS

A figura 4 apresenta a correlacdo entre a o coeficiente de DIVMS e a variavel °Brix.
Observa-se que existe correlacdo positiva entre as duas variaveis (r=0,73).

A regressao ajustada para que a inclinacao da reta fosse igual a 1, é a seguinte:

DIVMS = 41,35 + °Brix ; com R*=0,73 e P<0,01

A equagdo mostra que a variavel °Brix é uma ferramenta importante para se estimar a
DIVMS, pois € uma medida simples e rapida de ser realizada (CONSECANA, 2003) e pode ser
usada no campo como ferramenta util para se estimar essa variavel. O mesmo foi observado
por Thiago (2009), que relatou que a variavel °Brix da cana-de-agUcar apresenta correlagio
positiva com o coeficiente de DIVMS da planta inteira, com elevado r* (0,8085).

Esse resultado revela que a variavel °Brix pode satisfatériamente estimar a DIVMS da

planta toda, como os trabalho de Rodrigues et al., (1997) e Thiago (2009).

y =1,045x + 40,705
45 - R*=0,73

40 T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

°Brix

Figura 4 — Correlac&o entre °Brix e coeficiente de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) de plantas de
cana-de-acucar (IAC 93-3046). DIVMS=40,74+1,04°Brix; R?=0,73; P<0,01; P=0,61 para inclinagdo=1.
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6.3 Descricao da populacdo de microrganismos em plantas de cana-de-agucar

6.3.1 Bactérias acido-laticas

A Tabela 13 apresenta as contagens de bactérias acido-laticas encontradas nas fracoes
e na planta interia de cana-de-acucar. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
(P>0,05), porém ao longo do tempo houve diferenca estatistica (P<0,05).

Ao longo do tempo, a contagem de bactérias acido laticas foi crescente. De forma geral,
todas as fracbes apresentaram contagem numericamente semelhante, iniciando com média de
4 log ufc/gMV no més de Marco, com cerca de 10 meses de idade e atingindo cerca de 5,5 log

ufc/gMV aos 18 meses em Novembro.

Tabela 13 — Contagem de bactérias acido-laticas em fracdes de plantas de cana-de-agUcar ao
longo do periodo experimental.

Contagem (log ufc/g MV)

Epoca do ano

Fracéo Margo Maio Julho Novembro EPM’
Colmo 4ab 3,7ab 4.1a 5,7a 0,34
Folhas secas 4ab 4 2ab 4 5a 5,3a 0,23
Folhas verdes 4.1b 4 4ab 3,8b 5,4a 0,25
Planta inteira 4.1b 4.2b 3,6b 6a 0,28

*EPM — erro padrdo da média;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

De forma geral, a planta de cana-de-aclcar ndo apresentou variacdo significativa de
contagem de bactérias entre 10 e 14 meses, sendo que aos 18 meses, més de Novembro, o
aumentou foi expressivo, chegando a 6 log ufc/g MV. Ao se observar a figura 3, nota-se que de
Marco a Julho houve queda na temperatura e na disponibilidade de agua, sendo que a
temperatura apresentou maior declinio em Julho. Lin et al., (1992) relatam que dentre os
diversos fatores responsaveis pela variacdo da populacdo de microrganismos nas plantas, no
caso alfafa, a temperatura € o principal. Isso corrobora os resultados do presente estudo, que
se observa o aumento crescente da contagem de bactérias na planta toda, uma vez que nesse
periodo a populacdo de bactérias se manteve estavel. Nesse experimento observamos que a

temperatura e atividade de agua foram vitais para o aumento de bactérias acido-laticas.
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As bactérias acido laticas suportam, no geral, temperaturas entre 5°C e 50°C, sendo o
ideal para seu desenvolvimento a faixa de temperature variando entre 25°C e 40°C, sendo
chamadas portanto, de mesdfilas. (McDONALD et al., 1991). Estando a temperatura ambiente
na média de 18 °C (Tabela 3), a populacdo provavelmente diminuiu, sendo esse o fator que
mais influencia os microrganismos de forma geral (LIN et al., 1992). Mudancas na microflora
epifitica em gramineas e na alfalfa durante a estacdo quente tém sido relatadas (LINDGREN et
al., 1985). Ruser (1989), encontrou que a contagem de bactérias acido-laticas em milho e
capim aumentaram com o0 aumento da temperatura. Entretanto Moran et al. (2000) n&o
encontraram nenhuma relacdo entre o numero de bactérias acido-laticas e as condi¢cdes
climaticas na Irlanda. No entanto, é estabelecido na literatura como consenso que as
mudancas de temperatura influenciam na quantidade de bactérias Acido-laticas epifiticas
(MUCK, 1989; PAHLOW, 1991).

Para que as bactérias acido-laticas tenham éxito em preservar a silagem, estas devem
superar a populacao epifitica da forragem, tornando-se a populacdo dominante no ambiente. A
microflora total, em forragens frescas, antes da ensilagem, varia geralmente entre 5 e 9 log
ufc/g MV, segundo Langston e Bowman (1960). Segundo Pahlow (1986), em revisdo de
literatura, observou que a populacédo de bactérias laticas epifiticas nas forragens varia de 4 a 5
ufc/g MV. Assim, a populacédo de bactérias laticas epifitas € muito variavel, pois oscila milhdes
de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de forragem (SATTER et al., 1988).

Mahanna (1993), Weinberg e Muck (1996), Lin et al. (1992) e Kung Jr. et al. (2003),
relataram que a inoculacdo de microrganismos nas taxas de 5 a 6 log ufc/g de forragem fresca
é suficiente para que bactérias homolaticas dominem a fermentacédo e preservem o material
em ambiente de clima temperado.

Na literatura, ha poucos relatos da microbiologia da cana-de-acgucar, sendo que nao foi
encontrado trabalhos que avaliaram a microbiologia de fracbes de cana-de-acucar. Bravo-
Martins (2004), trabalhando silagens de diversas variedades de cana-de-agUcar, encontrou
média de 8,6 log ufc/g MV de bactérias acido-laticas em cana-de-agucar fresca, valor
considerado elevado. Entretanto, Pedroso (2003), encontrou populacédo inicial de bactérias
acido-laticas de 4,58 log ufc/g MV na cana-de-agucar com 12 meses de idade. J& Alli et al.
(1983) encontraram a populacéo inicial de lactobacilos de 6,2 log ufc/g MV, valores semelhante

ao do presente experimento. Assim, os valores reportados no presente experimento, entre 4,1
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e 6 log ufc/g MV, estdo de acordo com a literatura. Porém, apenas aos 18 meses, coleta de
Novembro, € que a cana-de-acucar utilizada no presente estudo atingiu 6 log ufc/g MV de
bactérias acido-laticas, o preconizado na literatura para que ocorra boa fermentacdo latica
(MUCK, 1988; MAHANNA, 1993; WEINBERG e MUCK, 1996 e KUNG JR. et al., 2003).
Curiosamente, essa € a época do ano em que a maioria dos canaviais destinados a
producdo animal encerra sua colheita, e por isso, em geral, durante a seca a contagem de

bactérias acido lalitcas € menor que o sugerido como ideal.

6.3.2 Leveduras

A Tabela 14 apresenta as contagens de leveduras encontradas nas fracdes e na planta
inteira de cana-de-agucar. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05),
nem ao longo do tempo para as fracfes. Para a planta toda houve aumento da populagédo com
o decorrer do periodo experimental (P<0,05).

A contagem aos 12 meses de idade, coleta de Maio, ndo foi realizada devido a
contaminagdo com mofos na placa, impedindo a identificagdo das colonias de leveduras. O
meio de cultura utilizado para a contagem de leveduras e mofos foi o YGC agar (Fluka®),
contendo clorofenicol para a inibicdo de eventual crescimento de bactérias. As placas de petri
foram incubadas a 32°C por 48 e 72 horas para a contagem de leveduras e mofos,
respectivamente. Entretanto, apos a contagem de leveduras as 48 horas, o aparecimento de
mofos foi grande, sendo que esses tomaram conta da superficie das placas e foi impossivel a
diferenciacéo das colbnias, sendo por isso totalmente invalidadas as contagens de mofos.

Aos 10 meses a planta inteira de cana-de-acgucar apresentou contagem de leveduras de
4 log ufc/g MV, sendo que esse valor foi de 4,5 log ufc/g MV aos 14 meses, ndo doferindo
estatisticamente (P>0,05). Entretanto, aos 18 meses (Novembro), a contagem atingiu 5,7 log
ufc/g MV, com elevagéao significativa. Esse aumento provavelmente foi devido ao aumento da
atividade de agua, uma vez que no més de Novembro a disponibilidade de chuvas e a
temperatura foiram maiores (Tabela 3).
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Tabela 14 — Média de contagem de leveduras em fracdes de plantas de cana-de-aglUcar ao
longo do periodo experimental.

Contagem (log ufc/g MV)

Epoca do ano

Fracéo Margo Maio Julho Novembro EPM’
Colmo 4 NQ” 4,5 5,5 0,41
Folhas secas 4,7 NQ 5 4,7 0,25
Folhas verdes 4,1 NQ 4,3 5 0,40
Planta inteira 4b NQ 4,5b 5,7a 0,28

*EPM — erro padréo da média;
*NQ - nao quantificado;
Médias na linha seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).

Na literatura, ha poucos trabalhos referentes a populacdo de microrganismos epifiticos
em cana-de-acUcar. Entretanto, os estudos relatam populacdo de leveduras na ordem de 5 log
ufc/g MV de silagem como freqiientes e esses estdo associadas a rapida deterioracdo apos a
abertura do silo (McDONALD et al., 1991).

Embora no presente estudo foi detectado média de 4,7 log ufc/g de MV de cana-de-
acucar in natura, sugerindo que mesmo antes da colheita a populacado de leveduras ja era alta,
sobretudo aos 18 meses, os dados da literatura relatam populacdes de leveduras mais altas
gue a encontradas nesse trabalho. Bravo-Matins (2004), trabalhando com identificacdo de
leveduras em silagens de diversas variedades de cana-de-acucar, encontrou média de 6,5 log
ufc/g MV em cana-de-acucar fresca. Cabral Jr. et al. (2009) relataram média de 7,03 log ufc/g
MV de leveduras em cana-de-acucar. Alli e Baker (1982), avaliaram o desenvolvimento
microbiano em silagem de cana-de-acucar, relatando populacao inicial de 6,15 log ufc/g MV de
leveduras. Pedroso (2003), encontrou populacéo inicial de leveduras de 6,15 log ufc/g MV na

cana-de-agucar com 12 meses de idade.

6.3.3 Bactérias acido-laticas e a associacdo com as leveduras

A Figura 5 mostra a variagdo da populacdo de bactérias 4cido-laticas e de leveduras
durante o experimento. Aos dez meses de idade, ambos microrganismos iniciaram com
populacdo média de 4 log ufc/g de MV. Aos 14 meses, coleta de Julho, a contagem de

leveduras foi maior que a de bactérias acido-laticas, provavelmente devido a disponibilidade de
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agua, uma vez que as leveduras suportam menor atividade de agua. Entretanto, aos 18
meses, més de Novembro, o inicio das chuvas fez com que os dois microrganismos
apresentassem contagens elevadas em relacdo a coleta anterior, devido ao aumento das
chuvas e o padréo térmico (Tabela 3), porém o niumero de bactérias laticas foi maior que o de
leveduras, sendo os valores de 5,7 e 6 log ufc/g MV, respectivamente para leveduras e
bactérias acido-laticas.

Mahanna (1993), Weinberg e Muck (1996), Lin et al. (1992) e Kung Jr. et al. (2003),
afirmaram que a inoculagdo de microrganismos nas taxas de 5 a 6 log ufc/g de forragem fresca
sdo suficientes para que bactérias homolaticas dominem a fermentacdo e preservem o
material. J& McDonald et al. (1991), relataram que populacdo de leveduras na ordem de 5 log
ufc/g MV de silagem séo freqiientes e estdo associadas a rapida deterioracdo apos a abertura
do silo.

Alli e Baker (1983), avaliaram o desenvolvimento microbiano em silagem de cana-de-
acucar, relatando que a populacdo inicial de 6,15 log ufc/g MV de leveduras e fungos
aumentou no primeiro dia da ensilagem, até aproximadamente 7 log ufc/g, e a partir deste
ponto decresceu de forma constante durante todo o periodo de conservacao, atingindo 3,3 log
ufc/g aos 21 dias. Em relacdo a populacdo de lactobacilos, os mesmos autores relataram
contagem inicial de 6,2 log ufc/g, sendo que atingiu aproximadamente 8,3 log ufc/g no primeiro
dia da ensilagem, a partir de quando apresentou reducao constante até a Ultima observacao
aos 21 dias. Assim, como no presente trabalho, esses autores observaram que a populacéo de
bactérias acido-laticas pode ser semelhante ou até mesmo maior que a de leveduras.

Embora o nimero de bactérias acido-laticas tenha sido maior que a de leveduras, ainda
assim sempre a cana-de-agUcar apresenta extensa fermentacdo alcoodlica, com elevadas
perdas de matéria-seca, resultando em reducdo de valor nutritivo e reducdo de consumo
vonluntario pelo animal (ALLI e BACKER, 1982; KUNG Jr. & STANLEY, 1982; PEDROSO,
2003; JUNQUEIRA, 2006; SCHMIDT, 2006 QUEIROZ, 2006).

Os fatores que mais afetam a sobrevivéncia de leveduras durante armazenamento da
silagem sdo o grau de anaerobiose e as concentracdes de acidos organicos (JONSSON e
PAHLOW, 1984; DONALD et al., 1995).

Bravo-Martins (2004) também observou que a populagéo de leveduras foi menor (acima

de 5 log ufc g* de silagem) que o nimero de bactérias laticas (acima de 9 log ufc g de
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silagem) no processo de ensilagem sem aditivos. Entretanto, esse autor relatou que as
leveduras estiveram presentes em todo o processo de estocagem em populacdes
consideraveis (acima de 5 log uf g™ de silagem) e n&o foram inibidas pelo abaixamento do pH,
0 que provavelmente alterou o sucesso da fermentacdo e a conservacao de nutrientes. Isso é
esperado, uma vez que sabe-se que as leveduras ndo sao inibidas pelos valores de pH
alcancados durante a ensilagem, pois, segundo McDonald et al. (1991), muitas espécies de
leveduras séo relativamente insensiveis ao pH, sendo encontradas em silagens com valores
de pH entre 3,0 a 8,0.

Novos estudos de genética tém mostrado que as leveduras apresentam vantagens
sobre outros microrganismos na sintese de etanol. Segundo Piskur et al. (2004), durante a
fermentacdo as leveduras convertem acetaldeido a etanol sendo catalizado pela élcool
desidrogenase, assim quanto maior a atividade dessa enzima, maior a sintese de etanol.
Sousa (2006), trabalhando com silagens de cana-de-acucar, observou aumento significativo da
producado de etanol nos primeiros dias de fermentacdo em relacdo a producao de acido latico,
0,18 e 0% MS no primeiro dia e 1,32 e 0,13% MS no terceiro dia, respectivamente para etanol
e acido latico. A atividade da enzima alcool desidrogenase corroborou esse resultado, pois foi
de 19,53 nmol*Pbmin™® no primeiro dia e 97,39 nmol*Pbmin™® no terceiro dia, mostrando
extensa e crescente producdo de etanol nos primeiros dias de fermentacdo em relacdo a
producéo de acido latico.

Outro fator, a presenca de oxigénio, ajuda na sobrevivéncia e crescimento das
leveduras durante o armazenamento, e isso geralemnte é decorrente de flahas na vedacao.
Jonsson e Pahlow (1984), observaram que o ar que se difunde na silagem durante a
fermentacdo induz leveduras dos géneros Candida e Hansenula, quando presentes, a
fermentar o lactato, reduzindo a queda do pH da massa ensilada. Porém, se condi¢cdes
anaerobias séo estabelecidas e mantidas, estas leveduras sao reduzidas, para mais ou menos,
15% do total, sendo que o restante inclui principalmente Saccharomyces sp, que também é

fermentativa, porém néo pode utilizar lactato.
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Figura 5 — Comparacdo das médias de contagem do nimero bactérias &cido-laticas e leveduras em plantas e
fracdes de plantas de cana-de-acucar (IAC 93-3046) ao longo do periodo experimental.

Aproximadamente 25 espécies de leveduras que colonizam as silagens foram citados
por Jonsson (1989), divididas em dois grupos fisiologicos sendo esses as leveduras de alta
capacidade fermentativa, que obtém energia de aclcares em anaerobiose; e leveduras com
alta capacidade respiratéria, que utilizam principalmente acido latico sob condi¢des aerébias.

Bravo-Martins (2004), isolou 81 leveduras diferentes de cana-de-acucar e observou que
todas apresentaram alta capacidade metabdlica, e capazes de assimilar varias fontes de
carbono e nitrogénio, capazes de crescer em meio de cultura, sem requerimento de vitaminas
e em todas as temperaturas testadas, sendo que 70% delas eram capazes de fermentar
lactato.

Embora Pedroso (2003), Schmidt (2006) e Junqueira (2006) tenham observado reduc¢éo
da fermentacdo alcodlica em silagens de cana-de-aclUcar aditivadas com Lactobacillus
buchneri, e sugerido esse microganismo como promissor na reducdo de leveduras, Sousa
(2006), observou que as silagens aditivadas com L. buchneri apresentaram fermentagao
alcoolica semelhante as silagens controle. Era esperado que as silagens aditivadas com L.
buchneri em conjunto ou ndo com bactérias homolaticas levasse a reducdo significativa na

producao de etanol pela atividade de leveduras, o que nao foi observado naquele estudo. O
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mesmo foi relatado por Freitas et al. (2006), que avaliaram diferentes aditivos e a inclusao de
soja em silagens de cana-de-acucar, e ndo encontrou diferencas entre as silagens controle e
aditivadas com L. buchneri em relacédo a producéao de etanol.

O conjunto dessas observacdes sugere que, as leveduras apresentam variagdes na sua
populacdo e que sao extremamente eficazes na producdo de etanol e consumo de lactato, e
mesmo que a carga microbiana de bactérias acido-laticas seja igual ou até maior que a de
leveduras, ndo € o suficiente para competir e reduzi-las, sendo talvez necesséria alta dose de
aditivo para que a fermentacéo alcodlica seja afetada negativamente.

Embora no presente trabalho ndo se tenha realizado a identificacdo das espécies de
leveduras observadas da cana-de-acgulcar, ainda assim, é evidente que tanto sob condicdes
aerébias como anaerobias, as leveduras se apresentam como o grande desafio da técnica de
ensilagem de cana-de-acUcar, pois podem tanto produzir etanol, consumindo carboidratos

sollveis, como reduzir a queda do pH, consumindo o &cido latico.

7. Conclusdes

Os resultados desse experimento permite concluir que a cana-de-acUcar da variedade
IAC 93-3046, apresenta alta produtividade e alto teor de sdlidos totais. A média de
digestibilidade dessa planta é dependente da maior presenca de colmos, sendo a fracdo de
folhas responséavel pelo aumento do teor de fibras.

A variavel °Brix apresenta alta correlagdo com a digestibilidade in vitro da matéria seca,
gerando uma equacao que pode ser ferramenta util e rapida para se estimar a digestibilidade
da cana-de-acucar, sobretudo em situacbes de campo, fornecendo informacfes importantes
relacionada ao valor nutritivo da cana-de-acucar.

A fonte de adubacdo, quer seja quimica ou organica, ndo interfere na populacdo de
microrganismos, uma vez que nao foi observado efeito de tratamento no experimento.

A populagdo de microrganismos varia em funcdo do periodo experimental e das
condicdes climaticas. Acréscimos de temperatura e umidade foram favoraveis ao

desenvolvimento de bactérias acido-laticas e leveduras na variedade IAC 93-3046.
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