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CONSIDERACOES INICIAIS

No Brasil, a maioria das criacbes de ruminantes utiliza a pastagem como a
principal fonte de alimento para o rebanho. A grande disponibilidade de area e o baixo
custo de producgéo séo os principais atrativos do sistema pastoril de producéo. No entanto,
a produtividade das espécies forrageiras ndo é constante no decorrer do ano, necessitando
de praticas de conservacdo de forragem para garantir o fornecimento de alimento para o
rebanho na época de escassez.

Em funcédo da adaptacgdo ao solo, clima e manejo as gramineas acabam dominando
a maioria das pastagens cultivadas no Brasil. Os capins tropicais, em sua grande maioria,
caracterizam-se por apresentarem baixos teores de MS e de carboidratos soltveis, que
associado aos elevados valores de poder tampé&o, prejudicam o processo de ensilagem e
resultam em um produto pouco atrativo para os animais (BERGAMASCHINE et al.,
2006). Por outro lado, o processo de fenacgéo exige fatores climaticos especificos para que
a desidratacdo da planta ocorra de maneira eficiente. A elevada umidade do ar e a
ocorréncia de chuvas frequentes dificulta a desidratacdo do material no campo e
aumentam as perdas durante o armazenamento em funcdo do crescimento de micro-
organismos indesejaveis.

Para tentar resolver esse problema, alguns pesquisadores de varias partes do
mundo vem estudando a produgdo da “Haylage”, que ficou conhecido no Brasil como
silagem pre-secada. Este método de conservacdo consiste em submeter a planta a
desidratacdo parcial (menor permanéncia da planta no campo) com posterior
recolhimento e manutencdo em ambiente anaerdbio (silo ou bag) para que ocorra a
fermentacdo parcial do material. A reducdo da umidade aliada ao ambiente anaerébio,
reduz as perdas fermentativas e proporciona uma melhor conservacdo do capim.

A maioria das empresas que produzem a silagem pré-secada utilizam apenas
aditivos microbianos para reduzir a proliferacdo de fungos e aumentar a estabilidade
aerObia do pré secado. No entanto, a inclusdo de aditivos nutritivos do tipo energético,
em conjunto com o0s microbioldgicos, poderia contribuir na melhoria da qualidade
fermentativa e também no valor nutritivo das silagens de capim.

A glicerina é um exemplo de aditivo energético que pode melhorar o processo de
fermentacéo das silagens (DUARTE, 2015; SUDEKUM, 2008; ORRICO JUNIOR et al,

2017). Essas pesquisas indicam que a adicdo de glicerina bruta reduz as perdas



fermentativas, alem de melhorar significativamente a qualidade nutricional das silagens
produzidas.

Com base no exposto, esta dissertagdo tem como objetivo principal avaliar a
viabilidade técnica da utilizacdo da glicerina bruta e de aditivos microbianos como
aditivos para a producdo de silagem pré-secada. Para isso, essa dissertacdo foi dividida
em dois capitulos, sendo o Capitulo 1 uma revisdo de literatura sobre o assunto a ser
estudado e o Capitulo 2 um artigo cientifico redigido segundo as normas da revista “Grass
and Forage Science”.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-2494
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-2494

CAPITULO 1



INCLUSAO DE GLICERINA BRUTA E ADITIVOS MICROBIANOS EM
SILAGEM PRE-SECADA DE TIFTON 85

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da incluséo de glicerina e aditivos
microbianos sobre a qualidade fermentativa, caracteristicas microbioldgicas e nutricional
da silagem pré-secada de capim Tifton 85. O experimento foi alocado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3, duas doses de glicerol (0, 60 e 120 da
MN ensilada), e trés tipos de inoculantes comerciais; (“SIL” composto por Lactobacillus
plantarum e Pediococcus pentosaceus ,“INC” composto por Bacillus
subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici e dgua destilada com cinco
repeticdes por tratamento (mini silos experimentais). Os parametros avaliados foram:
perdas de matéria seca e gases, pH, PT (Poder Tampéo), EA (Estabilidade Aerobica),
composicdo bromatologica, acidos graxos e digestibilidade in vitro. Também foram
mensuradas as populacdes de bactérias mesofilas aerdbias facultativas, acido-laticas,
fungos filamentosos e leveduras. A incluséo de 120 gramas de glicerina bruta, em relacao
ao tratamento controle, apresentou menores perdas de gas (531,4 gramas a menos de
perda comparada a testemunha), menor pH (4,84) e melhorou a qualidade da fibra ao
reduzir os teores de FDN, FDA, Hem, celulose. A incluséo de glicerina bruta contribuiu
para diminuicdo das perdas fermentativas e melhorou a composicdo bromatoldgica das
silagens pré-secada. A incluséo do inoculate SIL aumentou o pH (5,08) da silagem em
relacio ao tratamento sem inoculante microbiano (4,92). N&o houve diferenca
significativa entre as populacdes de fungos filamentosos, leveduras, bactérias acido
laticas e bactérias mesofilas pois obtiveram maior (P<0,05) em fungdo das doses de

glicerina bruta e inoculates microbianos na silagem pré-secada de Tifton 85.

Palavras chave: Cynodon spp, glicerol, inoculantes, pré-secado, valor nutritivo.



INCLUSION OF GROSS GLYCERIN AND MICROBIAL ADDITIVES IN
TIFTON PRE-SECOND SILAGE 85

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the inclusion of glycerin and
microbial additives on the fermentation quality, microbiological and nutritional
characteristics of pre-dried Tifton 85. The experiment was allocated in a completely
randomized design, in a 3x3 factorial scheme, two doses of glycerol (0, 60 and 120 of
MN ensila), and three commercial inoculant types; ("SIL" composed of Lactobacillus
plantarum and Pediococcus pentosaceus, "INC"™ composed of Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum and Pediococcus acidilactici and distilled water with five
replicates per treatment (experimental mini-silos). The parameters evaluated were: losses
of dry matter and gases, pH, PT (Buffer Power), EA (Aerobic Stability), bromatological
composition, fatty acids and in vitro digestibility. The populations of facultative aerobic,
acid-lactic, filamentous fungi and yeast were also measured. The inclusion of 120 grams
of crude glycerin in relation to the control treatment had lower gas losses (531.4 grams
less than loss compared to control), lower pH (4.84) and improved fiber quality by
reducing contents of NDF, FDA, Hem, celulose. The inclusion of crude glycerin
contributed to decrease fermentation losses and improved the bromatological
composition of the pre-dried silages. The inclusion of inoculate SIL increased the pH
(5.08) of the silage in relation to the treatment without microbial inoculant (4,92). There
was no significant difference between the populations of filamentous fungi, yeasts, lactic
acid bacteria and mesophilic bacteria, since they obtained higher (P <0.05) as a function

of crude glycerin doses and microbial inoculates in pre-dried Tifton 85 silage.

Key words: Cynodon spp, glycerol, inoculants, pre-dried, nutritive value



REVISAO DE LITERATURA

Estacionalidade das forrageira e a necessidade da conservagao

A estacionalidade da producdo de forragens é reconhecida como um dos principais
fatores responsaveis pelos baixos indices de produtividade da pecuéria brasileira, haja
vista que os elevados niveis de producdo animal, obtidos na estacdo chuvosa, sdo
comprometidos pela baixa producdo de massa durante o periodo seco do ano, época em
que ocorre acentuada reducéo no crescimento e na qualidade das plantas forrageiras de
clima tropical (REIS et al., 2014).

Diante deste impasse torna-se necessario o uso de técnicas que venham a suplantar
efeito da baixa producéo e qualidade das forrageiras, sejam elas tropicais ou temperadas,
proporcionando ao rebanho alimentacdo de qualidade em épocas criticas, permitindo a
manutencdo e/ou incremento da producdo animal (FIORELLI et al, 2012). A
conservacdo de forragens visa minimizar os efeitos da sazonalidade na producéo de
forragens, onde esse excedente produzido no periodo chuvoso € armazenado para ser
fornecido aos animais no periodo de estiagem. Esse processo de conservacdo da-se

principalmente através dos processos de fenacéo ou de ensilagem (RODRIGUES, 2010).

Espécie forrageira Cynodon spp

As gramas bermuda Cynodon dactylon e estrela Cynodon nlemfuensis constituem
os dois grupos de gramineas forrageiras mais importantes do género Cynodon. O grupo
“bermuda” ¢ composto por espécies rizomatosas, enquanto o grupo “estrela” ¢ formado
por espécies robustas, ndo rizomatosas, nativas da Africa Oriental (SOLLENBERGER,
2008).

Segundo Pedreira (2005) a cultivar Tifton 85 € um hibrido F1 estéril resultado do
cruzamento do Tifton 68 (Cynodon nlemfuensis) com uma introducdo de Cynodon
dactylon, proveniente da Africa do Sul (Pl 290884). E uma planta perene, estolonifera e
rizomatosa apresentando maior porte, cor verde mais escura, disseminacdo mais rapida e
mais digestivel, porém menos resistente ao frio que a cultivar Tifton 78, colmos e folhas
mais finos do que os do Tifton 68 e maiores do que os do Coastcross- 1.

Este hibrido foi liberado para plantio em 1993, sendo considerado o melhor

hibrido até o momento. Este ganhou importancia pela maior produtividade de matéria



seca, maior resposta a adubacdo, maior digestibilidade, maior teor de proteina bruta e boa
relagdo célcio:fosforo. Estas caracteristicas favorecem a produgéo animal, sendo utilizado
nos mais diversos sistemas produtivos (HILL et al., 1993; HANCOCK et al., 2010).

Por ser um pais de clima predominantemente tropical, o Brasil apresenta um
grande potencial para producéo de forragem com o uso de gramineas do género Cynodon.
Entretanto, sdo insuficientes as informacdes sobre o comportamento e 0 manejo desse
género, nas diversas condi¢cdes edafoclimaticas brasileiras. Decorrente desta situacédo, é
frequente a utilizagdo de cultivares ndo adaptadas as condigBes edafocliméticas de
cultivo, com o plantio das forrageiras em solos de baixa fertilidade, ndo corrigidos e/ou
com auséncia de reposicao de nutrientes (ATHAYDE et al., 2007).

O Tifton 85 é atualmente mais empregado na producdo de feno, no entanto a sua
utilizacdo no processo de ensilagem é uma alternativa quando as condigdes climaticas
ndo permitem a fenagdo (BUMBIERIS JR. et al., 2007). Contudo, é importante destacar
que gramineas do género Cynodon apresentam alguns aspectos desfavoraveis a
ensilagem, como baixo teor de carboidratos solUveis e baixo teor de MS no momento
ideal do corte, sendo necessérias estratégias que minimizem essas desvantagens (AVILA,
2015).

Métodos de conservacao de forragens

Existem diversos métodos de conservacao de forragens para alimentagdo animal,
todos visando manter a qualidade nutricional do alimento o mais préximo possivel do
momento da colheita. As maneiras mais utilizadas para conservacéao de forragens sdo sob
a forma de fenos, caracterizada por alimentos mais secos, acima de 80% de matéria seca,
isentos de processo fermentativos, silagens, onde esta outra forma € caracterizadas por
teores de matéria seca variando entre 30 e 40%; e a terceira forma de conservacao, menos
utilizada quando comparada as outras duas, sdo as silagens pré-secadas caracterizadas por
teores de matéria seca intermediaria aos dois primeiros métodos (BERNARDES e REGO,
2014).

Segundo Nogueira (2012), o processo de fenacdo consiste em conservar o valor
nutritivo da forragem por meio da répida desidratacdo da planta. Apds o corte, a perda de
umidade ocorre de forma rapida até o nivel de 45 a 50%, quando a maior parte da dgua
presente na planta ja foi eliminada. A partir dai e até o ponto de feno (15 a 20% de

umidade), a secagem torna-se cada vez mais lenta, até que a umidade do feno entre em



equilibrio com a umidade do ar (EVANGELISTA et al. 2011). A desidratacéo da planta
é composta por trés etapas que diferenciam entre si pela duracéo e a pela velocidade de
perda de &gua.

A primeira etapa de secagem é caracterizada pela rapidez, pois as perdas de agua
ocorrem por transpiracdo (via estdmatos). O teor de umidade da planta reduz para
aproximadamente 60-65% (CALIXTO et al., 2012).

Na segunda etapa, a perda de agua acontece via evaporagdo cuticular que por
possuir a funcéo de protecdo da planta contra a desidratacdo reduz bastante a taxa de perda
de agua, fazendo desta etapa a mais duradoura.

Na etapa final ocorre a plasmolise da membrana celular, assim as células das
plantas perdem sua permeabilidade seletiva e consequentemente as perdas de dgua e de
nutrientes se intensificam. Esta fase se inicia quando a umidade da planta atinge cerca de
45%, sendo menos influenciada pelo manejo e mais sensivel as condi¢des climaticas do
que as anteriores, principalmente a umidade relativa do ar e ou chuvas (MOSER, 1995).

Evangelista et al. (2011) ressaltam a importancia dos servi¢os de informagéo
meteorologica que descrevem a possibilidade de chuva prevista, pois 0 comportamento
pluviométrico ao longo do dia, as temperaturas maxima e minima do dia, a velocidade e
a direcdo dos ventos e a umidade relativa do ar, pois a umidade dificulta a perda de agua
pelas plantas no campo e também colaboram para aumentar as perdas durante o
armazenamento decorrente do crescimento de microorganismos indesejaveis. Os mesmos
autores recomendam observar um intervalo médio de quatro dias para seguranca na
realizacdo das etapas que vao do corte até o armazenamento do feno .

A fenacdo, em comparacdo com a silagem, é menos utilizada no Brasil em
decorréncia do elevado custo de producdo, devido a necessidade de equipamentos
adequados para o corte, reviragem e enfardamento além do grande risco de perdas por
chuvas quando o feno é secado a campo (NERES & AMES 2015).

Ja o processo de ensilagem consiste na conservacdo do material por meio de
fermentacdo acida, que € realizada principalmente por bactérias acido laticas, onde
convertem os carboidratos sollveis em acidos organicos, principalmente o cido latico,
sob condicBes anaerdbias, resultando em queda do pH e consequentemente o controle de
microorganismos indesejaveis como bacterias (Clostridios, Enterobactérias e Listeria),
leveduras, fungos e da atividade enzimatica de plantas, assim com o minimo aquecimento
e ocorréncia de reacdes de Maillard (JUNIOR, 2012).



As concentragfes marginais de carboidratos sollveis na matéria seca e 0s baixos
teores de matéria seca, colocam em risco o processo de ensilagem (OLIVEIRA et al,
2009). Alem de prejudicar a fermentagdo, a ensilagem de forragens com alto teor de
umidade resulta na producdo de elevadas quantidades de efluente. O efluente contém
grande quantidade de compostos organicos e de minerais provenientes do material
ensilado (REZENDE et al., 2008). Essas caracteristicas colocam em risco o processo de
conservacdo, mas, limitagdes dessa natureza podem ser parcialmente controladas pelo
aumento na porcentagem de matéria seca (RODRIGUES, 2010).

A técnica do emurchecimento possibilita a ensilagem de plantas forrageiras
colhidas com baixo teor de matéria seca, em um processo simples, em que as
fermentagdes indesejaveis séo facilmente controladas pela diminuicdo da atividade de
agua ou elevacdo da pressdo osmotica (RODRIGUES 2010).

A producéo de silagem pre-secada € 0 metodo consiste submeter a planta a uma
desidratacdo parcial (entre 40 e 60% de umidade) com posterior recolhimento e
manutencdo em ambiente anaerobio (silo ou bag) para que ocorra a fermentacao parcial
do material (JIMENEZ et al, 2013). Este método possui a vantagem de ndo deixar a
forragem no campo por um periodo longo de tempo, pois a umidade necessaria para o
processo € atingida em poucas horas ap0s o corte. Isso € benéfico, pois reduz o tempo de
exposicdo e possibilidades de ocorréncia de chuvas durante a colheita, ao contrario do
feno que necessita de periodos maiores de tempo para atingir a umidade indicada
(BRAGACHINI et al., 2008).

A remocdo parcial de agua da planta restringe a extensdo da fermentacdo durante
0 processo de conservacdo da forragem, reduzindo a atividade da agua (Aw). Bactérias
do género Clostridium ndo toleram tais condicBes, o que reduz a incidéncia de
fermentacGes secundaria e resulta na estabilizacdo do pH mais elevado (5,0)
(RODRIGUES, 2010). Por outro lado, bactérias acido laticas responsaveis pela
fermentacdo desejavel, apesar de serem menos sensiveis, também possuem limites de
tolerancia a pressdo osmatica. Por isso é importante considerar a relacdo entre o contetdo
de matéria seca (%MS) e o pH da forragem (AVILA et al., 2006). O nitrogénio protéico
também tende a ser preservado com o aumento no teor de MS da planta, melhorando
assim a qualidade do produto final e consequentemente o consumo pelos animais
(RODRIGUES, 2010).

O uso de aditivos tem-se mostrado eficiente em acelerar o processo de

fermentacgdo, reduzir a perda de nutrientes e a degradacdo de proteina e melhorar a
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digestibilidade da fibra e o valor nutritivo das silagens (McDonald et al., 1991). Essa
associagéo entre emurchecimento e uso de aditivos visa melhorar a fermentagéo e o valor
nutritivo da silagem (CASTRO et al., 2006).

Aditivos no processo fermentativo

Os aditivos podem ser utilizados para favorecer o processo fermentativo
forrageiras que ndo apresentam condicdes ideais para serem ensiladas (baixo teor de MS,
baixo teor de carboidratos solUveis, elevada capacidade tampao e flora epifita deficiente
para realizar o adequado processo fermentativo). Os aditivos tém dois principais
propdsitos que sao influenciar o processo fermentativo e melhorar o valor nutritivo do
produto final. Uma ampla variedade de aditivos podem ser utilizados na producéo de
ensilados, os principais incluem inoculantes bacterianos, enzimas sintética, sequestrantes
de umidade e aditivos quimicos (BRAVO-MARTIN et al., 2006; NUSSIO e SCHMIDT,
2004 e REIS, 2001).

O uso de aditivos microbioldgicos tem sido aplicado com o objetivo de favorecer
a fermentacdo em anaerobiose e a aumentar estabilidade aerébia de silagem
(NEUMMAN et al., 2010). Aditivos quimicos, também, sdo utilizados para inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis, com finalidade de aumentar o tempo de
estocagem e melhorar o valor nutritivo (DOMINGUES et al., 2011).

Glicerina bruta

Os aditivos quimicos mais utilizados para promover o aumento dos teores de
carboidratos solUveis da silagens s@o: polpa citrica, milho moido, residuo da industria de
frutas, casca de café e melagco. Esses aditivos promovem melhorias do processo
fermentativo além de promover melhoras na qualidade nutricional do produto final.
Recentemente a glicerina bruta passou a ser testada como um aditivo no processo de
ensilagem de gramineas tropicais .

Os resultados mostraram melhorias na densidade energética da silagem,
aumentando o EE, MS e PB e houve também reducéo nas perdas fermentativas a medida
que aumentaram a dose de glicerina, isso ocorreu devido a diminuigcdo da atividade

metabolica de alguns microrganismos prejudiciais ao processo (DIAS et al., 2014).
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Segundo Sousa Filho et al. (2012) o glicerol, principal constituinte da glicerina bruta,
pode ser utilizado como fonte de carbono para a fermentacdo anaerdbia dos micro-
organismos, além de melhorar da degradabilidade e digestibilidade das silagens
(GOMES, 2013). Gomes et al. (2015) também observaram melhoria na composi¢do
quimico-bromatoldgico de silagem de milho com a adi¢do de glicerina bruta, com
consequente aumento da digestibilidade “in vitro”, além de uma maior estabilidade
aerdbia da silagem.

Por possuir baixos teores de umidade, a glicerina bruta, também pode ser utilizada
como um aditivo sequestrante de umidade. Segundo Dias et al, (2014) a adicdo de
glicerina bruta aumentou os teores de MS das silagens de cana de agUcar, reduzindo as
perdas por efluentes e promovendo aumento da densidade do material ensilado.

Apesar de apresentar resultados positivos, o uso da glicerina bruta no processo de
ensilagem ainda ndo esta consolidado, sendo necessarios maiores estudos para comprovar
sua eficacia. Segundo Ramos et al. (2011) a glicerina bruta ndo pode ser adicionada em
mais de 200 gramas por quilo grama na dieta, pois valores acima deste levam a queda
significativa da ingestdo por parte dos animais, principalmente nos casos em que se
utilizam glicerinas com baixos teores de glicerol (baixa pureza, menores que 80%).

Segundo Vendramini et al, (2016) o principal problema das silagens pré-secada
esta na menor taxa de fermentacdo (em funcdo do menor crescimento microbiano) quando
comparado com as silagens tradicionais. Segundo os autores, as silagens pré-secda com
pH muito elevado, acima de 4,6 contribui para o crescimento de fungos e leveduras que
deterioram o material ensilado aumentando as perdas e a qualidade. Em experimento
realizado com silagem pré-secada de Tifton-85 e com a adi¢do de 200 g.kg-'da MN de
melaco de cana, os autores conseguiram reducdes significativas nos valores do pH, aléem
de promoverem maiores producdes de acido laticos quando comparada a atestemunha.
Por possuir carboidratos prontamente disponiveis para 0s micro-organismos, acredita-se
que a glicerina bruta pode trazer as silagens pré-secada 0os mesmos beneficios encontrados

para 0 melago de cana de acucar.
Inoculantes microbianos
Os aditivos microbianos sdo classificados como estimulantes da fermentacéo ou

inibidores da deterioracdo aerdbia e sdo empregados por meio da adicdo de culturas

bacterianas, s@o os aditivos mais utilizados e estudados (MUCK, 2013). Os produtos
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comercializados, atualmente, incluem bactérias laticas homofermentativas,
heterofermentativas, Propionibacterium ou a sua associacdo. Os efeitos da inoculacdo
com espécies de bactéria do &cido latico (BAL) sdo atribuidos ao aumento da populacdo
desses microrganismos na silagem, a alta producdo de &cidos, a aceleracdo do
estabelecimento da anaerobiose, ao aumento na concentracdo dos acidos acético e
propidnico que inibem fungos filamentosos e leveduras e a produgéo de bacteriocinas
(DUNIERE et al., 2013).

O uso de combinacdes de bactérias homolaticas e heterolaticas tem sido estudado
em silagens de milho, trigo, alfafa e gramineas forrageiras, a fim de se aliar o efeito
positivo das homolaticas na fermentacdo decorrente do rapido abaixamento do pH,
causado pela elevada producdo de &cido latico e as vantagens das bacterias heterolaticas
apos a abertura, em razdo da producéo de &cido acético, eficiente no controle de fungos e
leveduras (HU et al., 2009; QUEIROZ et al., 2012).

Os microrganismos homofermentativos caracterizam pela taxa de fermentacao
mais rapida, menor protedlise, maior concentracdo de acido latico, menores teores de
acidos acético e butirico, alem de maior recuperacdo de energia e matéria seca. Bactérias
heterofermentativas utilizam &cido latico e glicose como substrato para producéo de acido
acetico e propibnico, os quais sdo efetivos no controle de fungos, sob baixo pH
(ZOPOLLATTO et al., 2009).

A utilizacdo de aditivos compostos por bactérias heterolaticas tem sido utilizado

para controlar a populacdo de leveduras, o que reduz a fermentacdo alcodlica na massa
ensilada e melhora a estabilidade aerobia, tanto em silagens de milho (TABACCO et al.,
2011), quanto de cana-de-acucar (MENDES et al., 2008; AVILA et al., 2012).
Cardoso (2013) observou menores perdas por gases nos tratamentos contendo 0,5% de
cal e 0,5% de ureia, em relacdo ao tratamento de cana-de-agclcar com Lactobacillus
plantarum e Pediococcus pentosaceus, entretanto, ndo diferiram das perdas por gases na
silagem de cana ndo tratada.

Os aditivos microbioanos apresentam facilidade na sua utilizacdo, ndo oferecem
riscos a saude, ndo sdo corrosivos, ndo poluem o meio ambiente e sdo facilmente
conservados(FILY A et al, 2000; PINHEIRO, 2008).

O uso de inoculantes microbioldgicos em silagens tem o objetivo de impedir o
crescimento de microrganismos aerobios, especialmente aqueles associados com
instabilidade aerdbia, por ex: leveduras, Listeria, e de organismos anaerdbios indesejaveis

como as enterobactérias e os clostrideos, além de restringir a atividade de proteases e
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deaminases da planta e de microrganismos, adicionar microrganismos benéficos para
dominar a fermentacdo, formar produtos finais benéficos para estimular o consumo e a
producdo do animal e melhorar a recuperacdo de matéria seca da forragem conservada
(KUNG Jr. et al, 2003)

OBJETIVO

Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi composto por duas hipoteses: 1) A adicdo de glicerina
bruta reduz as perdas fermentativas e incrementa a sintese de acidos graxos de cadeia
curta e o valor nutricional das silagens pré-secada de Tifton 85. 2) Os aditivos microbianos
“SIL” (composto por Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus) e “INC”
(composto por Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici)
potencializam os efeitos da glicerina bruta sobre os parametros fermentativos e a

estabilidade aerébia.

Objetivos especificos

Avaliar o efeitos da inclusdo de glicerol (0, 60 e 120 gramas na Materia Verde
ensilada) nas perdas fermentativas, pH, producdes de acidos graxos de cadeia curta,
composicdo quimica, estabilidade aerobia e nas populagdes de micro-organismos das
silagens pré-secada de Tifton -85.

Avaliar o efeito da inclusdo dos aditivos microbianos SIL e INC (em conjunto ou
ndo com a glicerina bruta) nas perdas fermentativas, pH, producdes de acidos graxos de
cadeia curta, composicdo quimica, estabilidade aerébia e nas populacGes de micro-

organismos das silagens pré-secada de Tifton -85.
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CAPITULO 2. INCLUSAO DE GLICERINA BRUTA E ADITIVOS
MICROBIANOS EM SILAGEM PRE-SECADA DE TIFTON 85

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo de glicerina e aditivos
microbianos sobre a qualidade fermentativa, caracteristicas microbioldgicas e nutricional
da silagem pré-secada de capim Tifton 85. O experimento foi alocado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3, duas doses de glicerol (0, 60 e 120 da
MN ensilada), e trés tipos de inoculantes comerciais; (“SIL” composto por Lactobacillus
plantarum e Pediococcus pentosaceus ,“INC” composto por Bacillus
subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici e agua destilada com cinco
repeticdes por tratamento (mini silos experimentais). Os parametros avaliados foram:
perdas de matéria seca e gases, pH, PT (Poder Tampéo), EA (Estabilidade Aerobica),
composicdo bromatologica, acidos graxos e digestibilidade in vitro. Também foram
mensuradas as populacdes de bactérias mesofilas aerdbias facultativas, acido-laticas,
fungos filamentosos e leveduras. A inclusdo de 120 gramas de glicerina bruta, em relagéo
ao tratamento controle, apresentou menores perdas de gas (531,4 gramas a menos de
perda comparada a testemunha), menor pH (4,84) e melhorou a qualidade da fibra ao
reduzir os teores de FDN, FDA, Hem, celulose. A incluséo de glicerina bruta contribuiu
para diminuicdo das perdas fermentativas e melhorou a composi¢do bromatoldgica das
silagens pré-secada. A inclusdo do inoculate SIL aumentou o pH (5,08) da silagem em
relacio ao tratamento sem inoculante microbiano (4,92). N&o houve diferenca
significativa entre as populacdes de fungos filamentosos, leveduras, bactérias acido
laticas e bactérias mesofilas pois obtiveram maior (P<0,05) em fungdo das doses de

glicerina bruta e inoculates microbianos na silagem pré-secada de Tifton 85.

Palavras chave: Cynodon spp, glicerol, inoculantes, pré-secado, valor nutritivo.



21

CHAPTER 2. INCLUSION OF GROSS GLYCERIN AND MICROBIAL
ADDITIVES IN TIFTON PRE-SECOND SILAGE 85

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the inclusion of glycerin and
microbial additives on the fermentation quality, microbiological and nutritional
characteristics of pre-dried Tifton 85. The experiment was allocated in a completely
randomized design, in a 3x3 factorial scheme, two doses of glycerol (0, 60 and 120 of
MN ensila), and three commercial inoculant types; ("SIL" composed of Lactobacillus
plantarum and Pediococcus pentosaceus, "INC"™ composed of Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum and Pediococcus acidilactici and distilled water with five
replicates per treatment (experimental mini-silos). The parameters evaluated were: losses
of dry matter and gases, pH, PT (Buffer Power), EA (Aerobic Stability), bromatological
composition, fatty acids and in vitro digestibility. The populations of facultative aerobic,
acid-lactic, filamentous fungi and yeast were also measured. The inclusion of 120 grams
of crude glycerin in relation to the control treatment had lower gas losses (531.4 grams
less than loss compared to control), lower pH (4.84) and improved fiber quality by
reducing contents of NDF, FDA, Hem, celulose. The inclusion of crude glycerin
contributed to decrease fermentation losses and improved the bromatological
composition of the pre-dried silages. The inclusion of inoculate SIL increased the pH
(5.08) of the silage in relation to the treatment without microbial inoculant (4,92). There
was no significant difference between the populations of filamentous fungi, yeasts, lactic
acid bacteria and mesophilic bacteria, since they obtained higher (P <0.05) as a function

of crude glycerin doses and microbial inoculates in pre-dried Tifton 85 silage.

Key words: Cynodon spp, glycerol, inoculants, pre-dried, nutritive value
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INTRODUCAO

Dentre as forrageiras tropicais utilizadas para conservacdo e com potencial de
cultivo, as gramineas do género Cynodon se destacam pela sua média produtividade de
massa por area (OLIVEIRA et al., 2014; MONCAO et al., 2016), maior resposta a
adubacdo, maior digestibilidade, maior teor de proteina bruta e boa relacéo célcio:fésforo
(HANCOCK et al., 2010).

A conservagéo de forragem visa minimizar o efeito da sazonalidade na producéo
de forragem, porém implica em perdas, algumas resultantes da acdo mecanica e outras a
partir de processos biologicos.

Durante a confeccdo de feno, a maior parte das perdas acontece devido as
condicdes desfavoraveis de secagem da forrageira (SOLLENBERGER et al., 2004). Ja
no caso de silagem, as perdas ocorrem principalmente durante o processo de fermentacgéo,
armazenamento e fornecimento, pois a presenca do alto teor de umidade juntamente com
baixo teor de carboidratos soliveis sdo fatores que limitam o adequado processo
fermentativo da silagem de capim, impedindo o rapido declinio do pH. Este fato permite
que ocorram fermentacgdes por bactérias do género Clostridium (FERREIRA et al., 2013),
ocasionando silagens de baixa qualidade, por meio da perda de nutrientes através da
lixiviacdo dos nutrientes pela elevada quantidade de efluente produzido, além das perdas
por gases.

A conservacdo de forragem na forma de silagem pré-secada, tem como finalidade
restringir a extensdo da fermentacdo durante o processo de conservacdo de forragens
através da ensilagem e reduzir a incidéncia de fermentacGes secundarias indesejaveis,
como fermentacdo butirica e minimizar perdas de nutrientes (JOBIM et al., 2007)

A utilizacdo de aditivos no processo de fenacdo e ensilagem, também pode ser
uma pratica interessante para diminuir as perdas do valor nutritivo da forragem
conservada. Assim, a introducdo da glicerina bruta como aditivo quimico pode reduzir as
perdas fermentativas, por ser rica em energia e ser fonte de carbono para os
microorganismos anaerobicos que pode favorecer o crecimento microbiano (SANTOS et
al., 2014; CARVALHO et al., 2017). Os aditivos microbiolégicos comerciais “SIL”
(composto por Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus) e “INC” (composto
por Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) podem ser
adicionados para melhorar o processo fermentativo e diminuir a deterioracdo aerdbia das

silagens pré-secadas de Tifton 85 por possuirem cepas homolaticas produzem acido latico
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responsdvel pela rdpida acidificacdo do meio, e cepas heterolaticas, que produzem
também &cido acético e propionico que podem diminuir a proliferacdo de fungos.

O tipos de bactérias mais utilizadas sdo as cepas especificas dos géneros
Lactobacillus, Pedicoccus ou Streptococcus, predominantemente, as espécies
Lactobacillus plantarum e Streptococcus faccium, que visam a assegurar numero e
espécies de bactérias adequadas e dominadoras para répida e eficiente fermentagdo do
material ensilado (CORREA et al., 2007).

No entanto, devido a variabilidade de resultados obtidos em pesquisas avaliando
0 uso de aditivos na conservacdo de forragens desenvolveu-se este trabalho com o
objetivo de avaliar se a adicdo de glicerina bruta reduz as perdas fermentativas e
incrementa a sintese de acidos graxos de cadeia curta e o valor nutritivo das silagens pré-
secada de Tifton 85,bem como averificar também se os aditivos microbianos “SIL”
(composto por Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus) e “INC” (composto
por Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici) melhoram os

efeitos da glicerina bruta sobre os parametros fermentativos e a estabilidade aerobia.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no setor de forragicultura da Fazenda Experimental e as
analises quimicas no laboratério de Manejos de Forragens e Residuos Agropecuarios da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), pertencentes a Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), localizados no municipio de Dourados, no Estado de Mato Grosso do
Sul, Brasil.

O experimento foi implantado em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x3, trés doses de glicerina bruta (0, 60 e 120 gramas na MN ensilada),
e trés tipos de inoculantes comerciais; (“SIL” composto por Lactobacillus
plantarum 2,6x10*° UFC/g e Pediococcus pentosaceus 2,6x10%° UFC/g.,“INC”
composto por Bacillus subtilis 2,0x10° UFC/g, Lactobacillus plantarum 8,0x10° UFC/g
e Pediococcus acidilactici 1,0x10*° UFC/g e agua destilada, com cinco repetigdes por
tratamento (mini silos experimentais). Os inoculantes comerciais foram aplicados de
acordo com a recomendacdo dos fabricantes, sendo 2g por tonelada para o SIL e 4g por
tonelada para o INC. Os valores de pH, poder tamp&o e a composic¢ao quimica do material

utilizado na ensilagem estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Médias da composicdo bromatoldgica, pH e PT da forrageira Tifton 85 acrescida de trés niveis de glicerina (0, 60 e 120 g.kg-* na MN),
dois tipos de inoculantes comerciais (INC e SIL) e forragem sem inoculante.

Doses de Glicerina* ( g.kg-tda MN)

Glicerina+Inoculante INC

Glicerina+Inoculante SIL

Variaveis

0

60

120 0+INC 60+INC 120+INC 0+SIL 60+SIL 120+SIL
MS 588,7 572,4 615,0 553,4 568,9 577,5 602,3 571,5 603,2
MM 59,1 54,0 46,9 55,5 53,7 50,2 57,2 56,3 49,5
PB 116 115 124 140 115 105 102 121 127
g FDN 694,1 648,6 536,0 698,7 624,2 593,8 681,6 659,6 563,8
S FDA 338,4 320,8 273,2 353,0 308,0 247,0 355,7 326,7 320,0
jé’_ Lig 83,3 99,1 63,0 57,6 70,2 64,1 78,0 74,2 63,1
= Hem 355,7 327,8 262,8 345,7 316,2 306,8 356,0 332,9 293,8
Cel 255,1 277,7 210,2 295,4 267,3 242,5 292,7 252,5 245,8
pH 6,17 6,10 6,11 6,08 5,93 5,41 6,01 6,07 6,09
PT 4,75 4,95 5,52 6,63 4,56 3,87 3,31 3,14 3,25

MS: matéria seca, MM: matéria mineral, PB: proteina bruta, FDN: fibra em detergente neutro, FDA: fibra em detergente acido, LIG: lignina,

HEM: hemicelulose, CEL.:celulose: pH: potencial hidrogeniénico, PT: poder tampédo. *composi¢do da glicerina:densidade a 25°C igual a 1,230;

pH de 4,8; teor de umidade de 6,40%; teor de metanol de 3,10%; teor de glicerol de 85,30%; Sais (NaCl) de 5,30% e Materia Organica N&o-

Glicerinosa de 3,00%
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A forrageira utilizada para a confeccdo da silagem pré-secada foi o Tifton 85
cultivado em uma area de 400 m2. Inicialmente foi realizado um corte de uniformizagéo
a5 cm do solo para padronizar a area do capim, apés 40 dias de crescimento o capim foi
cortado com uma rocadeira costal a uma altura de 5 cm do solo para a confec¢do da
silagem pré-secada. ApGs o corte, o capim passou pelo processo de desidratacdo por
aproximadamente duas horas a campo até atingir o teor de MS 60%.

A forrageira emurchecida foi triturada para reduzir o tamanho de particula para
2cm. A glicerina foi distribuida diretamente sobre o capim com a ajuda de uma proveta
de acordo com os tratamentos e os inoculantes foram diluidos em &gua destilada e
distribuido sobre a forragem com auxilio de um borrifador. A massa de foragem foi
acondicionada em silos experimentais de tubos de PVVC de 50 cm de altura e 10 cm de
didmetro. A compactacdo do material foi realizada manualmente com bastes de madeira.
Apo0s a compactacao da forragem, os silos foram lacrados com lona plastica preta e fita
adesiva.

A forragem acondicionada foi pesada assim como os silos vazios, para
determinacdo das perdas fermentativas. A abertura foi realizada apés 101 dias do
fechamento, e neste momento, pesou-se novamente 0 conjunto para mensuragdo das
perdas por gases e as perdas de matéria seca foi calculada pela formula PMS = (PSI —
PSF) / MSI x 100, onde PMS = perda de matéria seca (% da MS); PSI = peso do silo no
momento da ensilagem (kg), PSF = peso do silo no momento da abertura (kg); e MSI =
matéria seca ensilada (quantidade de forragem em kg x % MS) (JOBIM et al. 2007). As
perdas por gases foram calculadas conforme descrita por Jobim et al. (2007): PG = [(PSf
— PSa) / MFfxMSf] x 100 onde: PG = Perdas por gases durante o armazenamento (% da
MS inicial); PSf = Peso do silo na ensilagem (kg de matéria natural); PSa = Peso do silo
na abertura (kg de matéria natural); MFf = Massa de forragem na ensilagem (kg de
matéria natural); MSi = Teor de MS da forragem na ensilagem (%).

Foi retirada uma amostra de aproximadamente 300g de silagem de cada silo para
determinacdo da ASA (a 65°C por 72 horas). Posteriormente esta amostra pré-seca foi
triturada em moinho com peneira de malha de 1,0 mm, para determinar a composi¢do
quimica. Foram determinados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA), celulose, hemicelulose e
lignina das silagens de acordo com (SILVA e QUEIROZ, 2006).

A digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi determinada de acordo

com metodologia descrita por Tilley & Terry (1963) modificada por Holden et al. (1999),
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utilizando o rumen artificial (incubador in vitro TE — 150 - Tecnal®). Utilizou-se o
método filter bags, que € uma técnica que se baseia na inoculacdo de substratos
armazenados em saquinhos filtrantes (filter bags) e possibilita avaliar grande quantidade
de amostras simultaneamente. Logo foi realizado a FDN de acordo com (SILVA e
QUEIROZ, 2006).

A analise de &cidos organicos de cadeia curta foi realizada na Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP.

A andlise dos acidos organicos de cadeia curta foi realizada no cromatografico
onde foi adicionado 0,4 mL de solucdo 3:1 de metafosférico (25%) com &cido férmico
(98-100%) e 0,2 mL de solucdo de acido 2-etil- butirico 100 mM (padrao interno). Desse
extrato, 1ul foi injetado em cromatografo gasoso, o gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio a 1,35 mL/min. A curva de calibracdo externa foi feita com padr0es
cromatograficos (Chem Service, West Chester, PA, EUA)

Foi realizado a mensuracdo do pH do material antes e depois da ensilagem
segundo metodologia proposta por Kung Jr. et al. (1984). A a determinacdo do poder
tampao foi realizada pela metodologia de Playne & McDonald (1966). Para estudar a
estabilidade aerdbia das silagens, uma amostra de aproximadamente 400 g de cada
tratamento foi exposta ao ar em temperatura ambiente. A mensuracdo da temperatura
ambiente foi realizada com termdmetro de méxima e minima e a temperatura da silagem
com termdmetro digital tipo espeto. A temperatura do material foi observada a cada 3
horas, para verificar a estabilidade aerdbia, sendo esta definida pelo nimero de horas em
que a silagem se manteve estavel antes de atingir 2°C acima da temperatura ambiente, de
acordo com a técnica usada por Taylor et al. (2002).

Para as analises microbioldgicas, coletou-se uma amostra de 25 g de cada
tratamento, estas foram colocadas em erlenmeyers contendo 250 mL de dgua peptonada
estéril (1% de peptona) e agitada durante 10 minutos. A partir do extrato obtido, foram
preparadas diluicdes decimais de 10-1 a 10-7 para avaliacdo das populacdes de micro-
organismos. O nimero de bactérias mesofilas anaerdbias facultativas foi determinado em
placa contendo Agar Nutriente e incubado a 35°C. As bactérias acido laticas foram
numeradas em placas contendo o meio de cultivo MRS (Difco) acrescido de 0,4% de
nistatina (para evitar o crescimento fungico) e incubadas em jarras de anaerobiose a 35°C.
O meio de cultura DG18 (Dichloran glycerol) foi utilizado para a contagem de fungos
filamentosos e meio YEPD acrescido de Clorafenicol (para evitar o crescimento

bacteriano) para contagem de leveduras. As placas foram incubadas a 28°C por 5 a 7 dias
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para contagem de fungos filamentosos e 48 horas para contagem de leveduras (BRAVO
e MARTINS et al., 2006).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, considerando como fontes
de variagdo as doses de glicerol e os tipos de inoculantes. Contrastes ortogonais foram
utilizados para avaliar os efeitos de ordem linear e quadrético dos niveis de glicerol. Os
niveis de glicerina bruta e os tipos de inoculantes foram avaliado por meio do teste Tukey

a 5% de probabilidade. As analises foram feitas utilizando o software (SAS, versdo 9.0).
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RESULTADOS

Na tabela 2 estdo apresentados os dados referentes a composicdo quimica e a
digestibilidade “in vitro” da matéria seca das silagens pré-secada testadas. Foi observado
efeito linear negativo nos teores da matéria mineral e das fragdes fibrosas das silagens em
funcédo da adicdo de glicerina bruta. As reducgdes nos teores de FDN e FDA das silagens
foram de 282,5 e 311,1 g.kg-* de MS quando comparada a silagem com maior dose de
glicerina com a silagem testemunha, respectivamente. Ja as reducdes dos teores de
hemicelulose e celusose foram de 292,8 e 395,4 g.kg-* de MS na comparacao entre entre
a silagem com a maior dose de glicerina a silagem testemunha, respectivamente.

Né&o foram observadas diferencas significativas entre as doses de glicerina bruta e
os teore de PB das silagens. Os valores médios dos teores de PB foram muito proximos
entre os tratamento, variando de 95,5 a 98,9 g.kg-* na MS de PB na matéria seca. O
mesmo comportamento foi observado para os teores de lignina (Lig) que tiveram seus
resultados variando entre 58,8 a 78,6 g.kg-* da matéria seca.

Foi observado diferenca significativa para os valores de digestibilidade “in vitro”
da matéria seca com incluséo de glicerina bruta e aditivos microbioldgicos. Os valores de
digestibilidade “in vitro” da matéria seca seguiram um comportamento linear positivo em
funcdo da adicdo de glicerina bruta, saindo de 510,9 para 699,1 g.kg-t de MS o que
representa um aumento de 368,3 g.kg-t de MS no coeficiente de digestibilidade “in vitro”
da matéria seca. O uso dos inoculantes também proporcionaram silagens com maiores
coeficientes de digestibilidade 635,1 e 646,8 g.kg-! de MS para as silagens inoculadas

com INC e SIL, respectivamente.
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Tabela 2 - Composicéo quimica e digetibilidade in vitro das silagens pré-secada de capim tifton 85 com doses crescentes de glicerina (0, 60 e 120
g.kg-tde MN) e inoculantes microbioldgicos comerciais (INC e SIL) na MS ensilada.

Doses de Glicerina (g.kg-* de MN) Inoculante EPM P- valor p-valor contrastes
Variaveis 0 60 120 Sem INC SIL Glic. Inoc.  Glic x Inoc L Q
(9.kg-t da MS)

MM 58,8a 55,7a 51,7b 52,0b  56,0b 581la 0,09 0,004 0,014 0,822 0,002 0,819

PB 98,4 98,9 95,5 101,8 89,4 1015 0,29 0,853 0,110 0,043 - -
FDN 716,3a 614,9b 514,0c 619,9 618,1 60,73 1,47 <0,001 0,797 0,466 <0,001 0,986
FDA 383,6a 328,9b 264,3c 330,7 317,2 328,9 0,93 <0,001 0,589 0,559 <0,001 0,349
HEM 332,6a 284,2b 238,6C 289,1 284,5 281,8 0,79 <0,001 0,796 0,593 <0,001 0,922
CEL 324,8a 250,3b 196,3c 266,3 246,0 258,3 1,07 <0,001 0,608 0,768 <0,001 0,857

LIG 58,8 78,6 67,9 64,3 70,4 70,5 0,40 0,250 0,826 0,622 - -
DIVMS 510,9b 635,9a 699,1a 564,2b 635,1a 646,8a 0,65 <0,001 0,006 0,414 0,047 0,402

MM: matéria mineral, PB: proteina bruta, FDN: fibra em detergente neutro, FDA: fibra em detergente acido, HEM: hemicelulose, CEL.: celulose,
LIG: lignina, DIVMS: digestibilidade in vitro da matéria seca. Médias seguidas de letras minudsculas diferentes na mesma linha evidenciam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P>0,05). Glic.= probabilidade de significAncia da glicerina; Inoc= probabilidade de significancia dos

inoculantes; Glic x Inoc= probabilidade de significancia da interacdo entres os fatores.
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Os dados referentes ao pH das silagens estéo apresentados na Tabela 3. O menor valor de
pH (4,84) foi observado para a silagem que recebeu a maior dose de glicerina bruta (120 g.kg-* da
MN), ao contrério da silagem testemunha que obteve o maior valor de (5,28), demonstrando que a
glicerina bruta contribuiu para a producdo de &cidos que promovem o abaixamento do pH. As
silagens que foram inoculadas com o SIL apresentaram os maiores valores (P<0,05) de pH (5,08),
seguido da silagem com INC (4,99) e testemunha (4,92) que ndo apresentaram diferencas
significativas.

A perda de gases foi maior no tratamento testemunha, sendo reduzida linearmente conforme
a glicerina bruta foi adicionada os capim. Os valores de perdas por gases cairam de 62,1 g.kg-! da
MS para 29,1 g.kg-* da MS ensilada, entre as doses 0 e 120 g.kg-* da MS de inclusédo de glicerina
bruta respectivamente, ou seja uma reducéo de 531,4 g.kg-! da MS na perda de gases. Ja as perdas
de mateéria seca, ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos testados, sendo
observados valores que variaram de 162,9 a 205,6 g.kg-* da MS de perdas.

A estabilidade aerobia das silagens de Tifton-85 néo foi influenciada pela adigdo de glicerina
bruta e inoculantes microbianos. O valor médio da estabilidade aerdbia das silagems foi de 185
horas, 0 que pode ser considerado um tempo muito longo para dar inicio a degradacédo da silagem.
A inclusdo de glicerina bruta favoreceu a producdo de acido latico e reduziu a producdo do acido

acetico, propidnoico e butirico (Tabela 3 e Figura 1, 2, 3 e 4).

Acido Latico
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Figura 1. Comportamento da producdo de Acido Lético e tendéncia da linha em relag&o a inclus&o

das doses de glicerina bruta e inoculantes microbianos na silagem pré-secada de Tifton 85.
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Acido Acético
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Figura 2. Comportamento da producéo de Acido Acético e tendéncia da linha em relagio a inclusio

das doses de glicerina bruta e inoculantes microbianos na silagem pré-secada de Tifton 85.
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Figura 3. Comportamento da producio de Acido Butirico e tendéncia da linha em relagéo a inclusdo

das doses de glicerina bruta e inoculantes microbianos na silagem pré-secada de Tifton 85.
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Figura 4. Comportamento da producio de Acido Propidnico e tendéncia da linha em relagdo a

inclusdo das doses de glicerina bruta e inoculantes microbianos na silagem pré-secada de Tifton 85.
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Os valores de acido latico foram de 6,4 g.kg-* da MS e 18,2 g.kg-! da MS, para as doses de
0 e 120 de glicerina bruta por g.kg-! da MN o que representa um aumento de 184% na producéo
deste acido. O acido acético diminuiu de 29,3 para 19,2 g.kg-t da MS entre as doses de 0 e 120 g.kg*
da MN de glicrina bruta, respectivamente (Tabela 2). Essa inversdo na producdo dos acidos
organicos fez com que a relacéo acido latico/acido acético saisse de 2,1 para 9,4 g.kg-t da MS.

Dos inoculantes testados o SIL foi o que apresentou maiores producgdes de acido latico e
menores producdes dos demais acidos organicos avaliados, resultando na melhor relacdo acido
latico/acido acético (Tabela 2). O inoculante INC apresentou, juntamente com o tratamento
testemunha, a menor producao de acido latico e a pior relagdo acido latico/acido acético.

As populacdes de fungos filamentosos, leveduras, bactérias acido laticas e bactérias
mesofilicas ndo apresentaram significativa em funcdo da adicdo de glicerina bruta e inoculates

microbianos.
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Tabela 3- Perdas fermentativas, pH, estabilidade aerdbia, perfil fermentativo e populagdo microbiana (Log UFC g-1) na silagem pré secada de
capim Tifton 85 com doses crescentes de glicerina (0, 60 e 120 Doses de Glicerina (g.kg-* de MN)) e inoculantes microbiolégicos comerciais (INC
e SIL) na MS ensilada.

Doses de Glicerina (g.kg-* Inoculante EPM P- valor p-valor contrastes
de MN)

Variaveis 0 60 120 Sem INC SIL Glic. Inoc.  Glic x Inoc L Q
pH 528a 488b  484b  492a 499 508 003 <0001 0,030 0,413 <0,001 0,002
PG g.kg-tda MS 62,1a  53,1a  29,1b 40,4 44,6 59,3 041 0,002 0,099 0,686 0,006 0,050
PMS g.kg-* da MS 203,4 183,9 162,9 175,0 169,8 205,6 1,16 0,394 0,432 0,853 - -
EA (Horas) 199,1 180,2 177,0 199,9 178,9 178,0 9,19 0,611 0,582 0,919 - -
Acido latico g.kg-! da MS 0,64c 1,52b 1,82a 1,28b 1,05¢ 1,662 0,03 <0,001 <O0,001 <0,001 <0,001  0.058
Acido butirico g.kg-* da MS 7,9 6,4 5,4 8,1a 7,8a 3,2b 0,07 0,066 0,002 0,030 - -
Acido propibnico g.kg-tda MS  19,9a 16,5a 13,5b 14,9 13,0 12,1 0,49 <0,001 0,564 0,043 <0,001 0.002

Acido acético g.kg-* da MS 29,3a 22,3b 19,2b 28,8a 21,6b 20,6b 0,35 0,001 0,001 <0,001 0,008 0.432

Fungos filamentosos (UFC/Q) 2,74 2,78 2,69 2,69 2,71 2,82 0,40 0,922 0,846 0,533 - -
Leveduras (UFC/g) 3,12 3,04 3,25 2,96 3,24 3,19 0,86 0,823 0,687 0,872 - -
Bac. Laticas (UFC/g) 4,40 4,64 4,59 4,54 4,35 4,75 0,72 0,727 0,446 0,505 - -
Bac. Mesofilicas (UFC/g) 4,10 3,97 4,54 4,22 4,09 4,28 0,57 0,138 0,854 0,772 - -

pH: potencial hidrogenidnico, PG: perdas por gases, PMS: perdas de matéria seca, EA: estabilidade aerdbia, Bac. Laticas: bactérias acido laticas;
Bac. Mesofilicas: bactérias mesofilicas. Médias seguidas de letras minudsculas diferentes na mesma linha evidenciam diferenca estatistica
(p<0.05) entre os tratamentos.
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DISCUSSAO

As reducdes das fragdes fibrosas das silagens em fungédo da inclusdo de glicerina
bruta se deve ao efeito de diluicdo provocado por esse aditivo. A glicerina bruta ndo
possui carboidratos fibrosos na sua composicao, o que acaba colaborando para redugéo
destes constituintes em funcdo do seu acréscimo nas silagens. Rigueira et al. (2017)
também observaram redugfes nos teores de FDN e FDA quando utilizaram melaco de
cana de agUlcar e glicerina como aditivos para melhorar o processo fermentativo de
silagem de Tifton-85. Gomes et al. (2015) ao introduzir 200 g.kg-* de MS de glicerina na
silagem de cana de acucar obtiveram uma reducdo de 35% de FDN e 39,8% de FDA em
comparacgdo com a silagem de cana-de-agucar sem glicerina.

A reducdo nos teores de fibra das silagens proporcionaram melhorias nos
coeficientes de digestibilidade in vitro da MS. Segundo Branco et al (2010) o teor de fibra
de uma forrageira possui correlacdo negativa a digestibilidade da mesma. Assim a
inclusdo de glicerina bruta na ensilagem do capim Tifton-85 poderia proporcionar aos
animais uma maior digestibilidade e consequentemente uma maior ingestdo de matéria
seca. Orrico Junior et al. (2017) também observaram aumentos lineares dos coeficientes
de digestibilidade “in vitro” da MS em fun¢do da adigdo de glicerina bruta na ensilagem
de Urochloa brizantha cv. Piata.

Apesar da glicerina bruta ndo possuir proteina na sua composi¢do quimica, nao
foram observadas reducdes significativas nos teores de PB nas silagens em funcdo da
adicdo de glicerina bruta. Esse resultado difere dos obtidos por Orrico Junior et al. (2017)
e Rigueira et al. (2017) que encontraram reducdes nos teores de PB a medida em que a
glicerina bruta foi adicionada as silagens.

Segundo McDonald et al. (1991) valores de pH iguais ou menores que 4,0 sdo
necessarios para garantir a estabilidade do processo de ensilagem e consequentemente
garantir a qualidade da forragem ensilada. No entanto, silagens com grandes
concentracBes de matéria seca (silagem pré secada) possuem reducdes significativas nos
teores de acido latico e acético, decorrente do menor crescimento microbiano observado
nessas condicbes. Apesar da silagem pré secada apresentar valores de pH mais elevados
(menor producdo de &cidos), este pardmetro ainda continua sendo um dos fatores que
mais contribuem para a manutencdo da qualidade da silagem, sendo importante a
utilizagdo de praticas que maximizem a producédo de acidos e promovam a reducdo dos
valores de pH (MULLER et al., 2007).
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Os valores de pH obtidos para os tratamentos com a incluséo de glicerina bruta
foram semelhantes aos obtidos por Rigueira et al. (2017). Neste trabalho, os autores
utilizaram niveis crescentes de glicerina bruta (0, 50, 100 e 150 g.kg-! de MN) obtendo
melhoras nas qualidade fermentativa das silagens.

Os pHs dos aditivos microbianos testados foram iguais ou inferiores ao tratamento
testemunha. Vendramini et al. (2016) também ndo observaram diferencas significativas
no pH de silagens inoculadas com aditivos comerciais Ecosyl e B500, aditivos estes que
possuem Pediococcus pentosaceus semelhante ao aditivo SIL que foi utilizado neste
experiemento. Segundo os autores as baixas concentraces de acuUcares sollveis nos
capins utilizados (Jiggs e Tifton 85) foram os principais responsaveis por inibir a resposta
dos aditivos microbianos.

A reducdo das perdas por gases deve-se, provavelmente, a reducdo na acdo dos
microrganismos produtores de gas, como as enterobactérias e bactérias clostridicas, que
se desenvolvem em silagens mal fermentadas Zanine et al. (2006).

Orrico Junior et al. (2017) observaram diminuicdo da perda de gas em funcao dos
niveis crescentes de inclusdo de glicerin bruta. Nesta pesquisa 0s autores observaram
reducdes de 78% nas perdas de gases ao comparar a dose de 0 de inclusdo com a de 300
g.kg-t de MN incluséo de glicerina bruta. O mesmo comportamento foi observado por
Dias et al. (2014) ao testaream a inclusdo de glicerina bruta na ensilagem da cana-de-
acucar. Segundo os autores o glicerol presente na glicerina bruta favorece o processo de
fermentacdo, reduzindo as perdas e consequentemente melhorando a qualidade do
produto final.

As perdas de gases ndo foram influenciadas pelos inoculantes microbianos.
Schmidt et al. (2011) utilizando as mesmas cepas utilizadas neste experimento (L. brevis
+ Enterococcus faecium + L. plantarum) em silagem pré-secada de cana de agucar
encontraram aumento de 96% de perdas de gases em relacéo a silagens sem inoculantes,
representando com esses valores insucesso na inoculagdo com aditivos microbiol6gicos.

A maior producdo de &cido latico foi observado no tratamento onde o pH obteve
0 menor valor. A producdo de acido latico obteve diferenca significativa p<0,001 para a
varidavel Dose de Glicerina, mostrando que houve uma colonizacgéo eficiente e uma boa
adaptacdo das bactérias as silagens. J& no tratamento com os inoculantes microbianos foi
observado diferenca significativa negativa se comparado a producgéo de cido latico do
tratamento controle onde o pH mais alto favoreceu a diminuigcdo da producgéo de &cido

latico. Silva et al. (2014) consideraram que a maior producdo de &cido lactico pode levar
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a menores perdas de MS em silagens, considerando-se que a fermentacdo lactica resulta
em minimas perdas, ao passo que as fermentacfes acética e butirica estdo associadas a
fermentacdes secundarias e perdas de MS na forma de gases. Apesar de nao ter sido
observada diferenca significativa, as médias dos tratamentos para PMS com a introdugédo
de 6% e 12% de glicerina foram menores que a testemunha. A diferenca observada entre
os inoculantes microbioldgicos para a variavel producdo de acido latico pode ser
explicada pela homolaticidade dos inoculantes.

De acordo com Ferreira et al. (2013), a maior producdo de acido lactico pode levar
a menores perdas de MS em silagens de capim, considerando-se que a fermentacdo lactica
resulta em minimas perdas, ao passo que as fermentacdes acética e butirica estdo
associadas a fermentacdes secundarias e perdas de MS na forma de gases.

Para a producéo de acido butirico a glicerina ndo obteve resultados significativos,
mais o inoculate microbiologico SIL obteve p<0,002, mostrando que a adi¢cdo deste
aditivo foi eficiente para a reducdo das concentracbes de &cido butirico. Os valores
encontrados (tabela 03 ) para essa variavel permaneceram dentro do recomendado na
literatura, que seria de menos de 2,0g/kg? para caracterizacdo de silagens bem
preservadas. Para a variavel producdo de acido acético (Tabela 2), o tratamento com
inclusbes de doses de glicerina obteve p<0,001 onde foi observado diminuicdo da
producdo de acido acético. Para o outro tratamento com aditivos microbianos tambem
foram encontrados resultados semelhantes, onde o valor de p<0,013 confirmando a
diferenca estatistica através do teste Tukey a 5% de probabilidade. A presenca de
quantidades moderadas desse acido, constitui um fator importante na fermentacao, pois
ele atua com propriedades anti fungicas.

Igarase (2012) utilizou o inoculante bacteriano INOC (L. plantarum) onde néo
apresentou efeito significativo (P>0,05) sobre a estabilidade aerébia.

As respostas a adicdo de inoculantes para silagens de capins tropicais sao
inconsistentes (VENDRAMINI et al. 2010), portanto, pesquisas adicionais sao
necessarias para definir mais claramente as praticas de gestdo e aditivos que aumentardo
a probabilidade de sucesso na ensilagem.

Vendramini et al. (2016) ndo observaram diferencas significativa ao utilizar o
melaco e inoculantes microbioldgicos na ensilagem de cana de agucar.

Os maiores valores de acido latico observados nas silagens com adigdo de
glicerina bruta, ndo resultaram em aumento nas populagGes de bactérias acido laticas nas

silagens de Tifton 85. Resultados contrarios foram encontrados por Orrico Junior et al.
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(2017), onde populacdes bacterianas produtoras de acido latico e bacterias anaerdbias
mesofilas facultativos aumentaram em funcdo da incluséo de glicerina (100, 200 e 300
g.kg-t da MS) a populagédo de leveduras também mostrou diferencas significativas em
funcgdo dos niveis de incluséo de glicerina. O glicerol é uma fonte de carbono assimilavel
por bactérias e leveduras sob condicdes aerdbicas e anaerébicas (TACCARI et al., 2012).

O crescimento de microrganismos em fontes de carbono alternativas aos
carboidratos, como exemplo o glicerol, requer a capacidade de sintetizar hexoses
(gliconeogénese) necessarias para a producdo de varios componentes celulares (
SPECTOR, 2002). Condigdes adversas de temperatura e pH afetam a expresséo de genes
que codificam a sintese de enzimas responsaveis pelo catabolismo de fontes de carbono
como o glicerol (GONZALEZ et al., 2008; POLADYAN et al., 2013). Possivelmente o
elevado teor de matéria seca foi o fator que ndo contribuio para crescimento desses

microorganismos a ponto de obter diferenca significativa da silagem pré-secada.
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CONCLUSAO

A glicerina interferiu positivamente para o desempenho da silagem pré-secada do
capim Tifton 85, contribuindo para o abaixamento do pH, reduzindo perdas por gases,
aumentndo a produgdo de &cido latico, diminuindo a producdo de é&cido butirico,
propindico e acético e pode ser considerada um bom aditivo para a produc¢do da silagem
pré-secada, pois reduz a fracdo fibrosa, evita perdas de gases e aumenta a digestibilidade
do material ensilado. Os aditivos microbioldgicos comerciais INC e SIL contribuiram
para aumentar a producdo de éacido latico, diminuiram a producdo de &cido butirico e
acético e aumentou a digestibilidade da silagem pré-secada de Tifton 85.
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APENDICE

Apéndice 1. Parcela experimental apds o corte de uniformizagéo do Tifton 85.

Apéndice 2. Parcela experimental ap6s o corte do Tifton 85 para realizar o processo de
ensilagem.
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IMPLICACOES

O presente estudo constata que o emurchecimento da forragem mais a introducéo
de glicerina bruta como aditivo no processo de ensilagem do capim Tifton 85 contribuiu
para 0 abaixamento do pH do material ensilado, aumentou a producdo de &cido latico,
diminuiu a producéo de acido acético, butirico e propionico, tranzendo beneficios para o
processo de conservacdo da forrageira, bem como aumentou a disgetibilidade do material
ensilado pois reduziu afracdo fibrosa do capim. Além dos beneficios para o processo de
conservagdo da forrageira, a utilizagdo da glicerina bruta diminuiria os custos de
producdo, pois é considerado um aditivo energético de baixo custo e a sua utilizacdo no
processo de ensilagem seria um método de destinacdo adequado para uma parte do
excedente da glicerina bruta que ndo ¢ absorvida pela inddtria do pais. Experimentos que
avaliem o comportamento de ingestdo da silagem pre-secada pelos animais é um ponto

que deve ser estudado para complementar o trabalho.



