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META-ANALISE DA INOCULAGCAO COM Lactobacillus
buchneri NA ENSILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - O principal problema na silagem da cana-de-agUcar € a
fermentacdo alcodlica realizada por leveduras durante o periodo de
armazenamento. Assim 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
inoculacdo com Lactobacillus buchneri na qualidade de silagens de cana de
acucar. Uma meta-analise foi realizada a partir de dados de experimentos dos
altimos 10 anos. Inicialmente foram encontrados, 70 trabalhos entre artigos,
teses e dissertacdes que trabalharam com L. buchneri em silagens de cana-de-
acucar. Os trabalhos que ndo compararam a silagem inoculada com silagem
sem inoculante ou por ndo apresentarem medidas de variancia, foram
descartados. Oito trabalhos foram considerados para o efeito na estabilidade
aerobia, doze para producdo de etanol, dez para perda de matéria seca e
apenas quatro para producédo de leite. Foi encontrada diferenca significativa
para estabilidade aerdbia e producdo de etanol. Ndo houve diferenca para
perda de matéria seca e producgédo de leite. A utilizagdo de aditivo pode diminuir
as perdas gerais no sistema de producédo. Pode ser necessaria a associacao
de mais de uma cepa de L. buchneri ou outra espécie de bactéria para
confirmar outras vantagens como a diminuicdo de perdas na matéria seca

verificadas por alguns autores.

Palavras-chave: estabilidade aerdbia, etanol, inoculantes, perda de MS.



EFFECT OF INOCULATION WITH Lactobacillus buchneri ON
SILAGE OF SUGAR CANE

SUMMARY - The main problem in sugarcane silage is the alcoholic
fermentation carried out by yeasts during the storage period. Thus, the objective
of this study was to evaluate the effect of inoculation of Lactobacillus buchneri
on sugarcane silages quality. A meta-analysis was performed with data
collected from experiments carried out the last 10 years. Initially, 70 papers
were found between articles, theses and dissertations that worked with L.
buchneri on sugarcane silages. The studies that did not compare the inoculated
silage with silage without inoculant or studies without measures of variance
were discarded. Eight studies were considered for the effect on aerobic stability,
twelve for ethanol production, ten for dry matter loss and only four for milk
production. Significant difference was found for aerobic stability and ethanol
production. There was no difference for dry matter loss and milk production.
The use of additive can reduce overall losses in the production system. It may
be necessary to associate more than one strain of L. buchneri or with another
species of bacteria to confirm other advantages such as the reduction of losses

in DM verified by some authors.

Keywords: aerobic stability, ethanol, inoculants, loss of DM.



1. INTRODUCAO

A criacdo de bovinos a pasto é altamente influenciada pelos efeitos
climaticos. O Brasil central tem estacionalidade na producédo de forragem ao
longo do ano. De maio a outubro, devido as baixas precipitacdes (seca) e
baixas temperaturas, tem-se uma reducdo no crescimento das forragens e
consequente queda de desempenho animal. Na outra metade do ano, o veréo
chuvoso permite maior oferta de forragens e aumento da produtividade por
animal. Em razao disso, é necessario um bom planejamento alimentar para os
animais durante todo o0 ano e a conservacgao de alimentos permite diminuir as
variaces na producao animal devido a oferta de alimentos reduzida no periodo
de escassez.

Entre as alternativas para suplementacao de forragens na época seca, a
cana-de-agUcar se apresenta com grande potencial de producdo de matéria
seca e energia por area e isto permite manter o desempenho dos animais
guando corretamente suplementadas com outras fontes de proteinas e
minerais. Além de ser fornecida fresca, a cana pode ser conservada na forma
de silagem e dessa maneira, evita-se o0 seu corte diario, o que pode ser
complicado se o numero de animais for grande, além de correr o risco de perda
por incéndios acidentais no campo.

Por outro lado, a silagem da cana-de-acUcar normalmente apresenta
fermentacdo alcodlica com consequente reducdo do contetdo de carboidratos
soluveis e consumo quando comparada com a cana in natura. Nesse sentido, 0
uso de aditivos com potencial para controlar os microrganismos que promovem
a deterioracdo do material ensilado pode ser imprescindivel.

Os aditivos bacterianos que tem sido mais recomendados s&o 0s
produtores de acido latico, que fazem com que a massa ensilada atinja um
nivel de acidez no qual o desenvolvimento de microrganismos deterioradores
seja inibido. A adicdo da bactéria heterolatica Lactobacillus buchneri tem obtido
maior atencdo por parte dos criadores por apresentar resultados positivos na
gualidade da silagem e no desempenho dos animais.

E de suma importancia para nutricionistas e produtores de leite saber a
eficacia destes produtos sobre os parametros de qualidade nutricional,

viabilidade de uso ou desempenho animal, pois somente desta forma sera



possivel tomar decisdes apropriadas sobre o uso destes produtos em seus
sistemas de gestao.

No entanto, estudos que avaliam aditivos, em geral, tém mostrado
resultados contraditorios em relagdo a sua eficiéncia. A falta de significancia
estatistica encontrada pode acontecer pelo fato de possuirem um tamanho
reduzido de amostra ou erros na metodologia empregada que podem diminuir o
poder estatistico e dificultam a determinacdo de possiveis diferencas
significativas nas medidas analisadas.

Neste sentido, um levantamento de dados bibliograficos e posterior
meta-analise foi realizado para estimar o efeito do inoculante microbiolégico de
bactéria heterolatica L. buchneri em parametros de qualidade da silagem de

cana-de-acucar e producao de leite em vacas alimentadas com esta forragem.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar na alimentacédo de bovinos

A cana-de-acucar tem sido muito utilizada pelos pecuaristas em dietas
para 0s animais ruminantes por ser uma planta forrageira com baixo custo de
producdo comparada a silagem de milho e, devido ao seu alto potencial de
producdo de matéria seca e energia por unidade de area e pelo fato de estar
apta ao consumo em épocas onde coincide seu ponto de maturagdo com a
escassez hidrica e a baixa capacidade produtiva e nutritiva das pastagens,
longe de atender as necessidades nutricionais dos animais (Athayde, 2012).

A sua utilizacdo como suplementacdo animal no periodo seco do ano
tem como funcdo principal o suprimento de nutrientes, e assim compensar a
gueda da qualidade das forrageiras. Ao utiliz4-la em quantidades que atendam
as exigéncias dos animais, obtém-se a manutencdo ou ganho de peso e leite,
dependendo dos objetivos tracados para o sistema de producdo (Hoffmann et
al., 2014).

A cana é considerada uma boa opc¢ao para cobrir a deficiéncia forrageira
na época seca quando ocorre a sua maturidade fisiol6gica com sintese maxima
de sacarose e armazenamento no colmo, aproximadamente 40 a 50% da
matéria seca. Os teores de proteina bruta variam de 1,91 a 3,81%, por isso,
normalmente sdo fornecidas adicionadas a outras fontes de proteina, como a

uréia (Bonomo et al., 2009). Vantagens importantes a serem consideradas sao
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a alta produtividade de massa verde por area (80 a 120ton/ha) comparado a
cultura do milho para silagem (40ton/ha), baixo custo de producéo
(R$217,00/ton MS) comparado a cultura do milho (R$274,00/ton MS), e a
manutencdo do seu valor nutritivo por um periodo de tempo mais longo que o
do milho (Bernardes et al., 2007; Balieiro Neto et al., 2007; Siqueira et al.,
2007; Mendes et al., 2008 e Informa Economics FNP e Birgi Consultoria
Agropecuaria, 2017).

Apesar das deficiéncias nutricionais da cana-de-agucar, seu potencial
para propiciar adequado desempenho de bovinos leiteiros em dietas
formuladas para alto desempenho tem sido demonstrado. Silagem de cana
como unica forrageira pode deprimir o consumo e a producdo de vacas de alta
producdo, pois o desempenho esta diretamente relacionado ao consumo do
alimento. Por isso recomenda-se usar juntamente com outra fonte de alimento.
Outro fator relatado frequentemente, que limita o uso da cana-de-aclUcar na
alimentacdo animal, € a necessidade de colheita manual e diaria. Em
propriedades rurais onde a demanda diaria pelo alimento é pequena e existe
disponibilidade de m&o-de-obra capaz de executar trabalho bracal arduo, é
possivel este tipo de manejo de corte da cana, apesar de nao ser muito
encontrado. Por isso, torna-se necessario que todo esse trabalho seja
executado de uma sé vez, assim diminui problemas com méao-de-obra e todo o

material seré colhido com a mesma qualidade (Pereira, 2012).

2.2 Processos fermentativos na conservacgéao de forragens

Os microrganismos existentes na silagem sao dependentes da presenca
ou auséncia de oxigénio no interior do silo, pois esse fator determina o
desenvolvimento dos mesmos. Sao trés o0s tipos de microrganismos
encontrados: aerdbios, anaerdbios e anaerobios facultativos, apesar de que as
plantas forrageiras normalmente sédo contaminadas por microrganismos epifitas
e o0 desenvolvimento de cada tipo de organismo dependerd das condicdes
encontradas no meio (Santos et al., 2010).

A primeira fase do processo fermentativo da silagem inicia-se com a
fermentacdo aerdbia, que tem inicio logo no enchimento do silo e estende-se
enquanto houver oxigénio. A concentracdo elevada de oxigénio permite o

desenvolvimento e crescimento de microrganismos aerdbicos que, em conjunto
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com 0 processo respiratorio da forrageira, causam a reducdo do oxigénio na
silagem (Zanine et al., 2006). As bactérias aerébias continuam crescendo e se
multiplicando, utilizando como substratos os carboidratos sollveis presentes,
dando inicio entdo ao processo fermentativo. Num periodo aproximado de
guatro a seis horas, sendo influenciado pela qualidade da compactacao, todo o
oxigénio disponivel € consumido, e em contrapartida, sdo produzidos outros
componentes, como gas carbono e agua (Deminicis & Martins, 2014).

Quando acaba o oxigénio, tem-se inicio a fermentacdo anaerdbia. Nesta
fase, tem-se a formacé&o de &cidos sintetizados através de bactérias produtoras
de acido latico. Este processo se encerra apos o fechamento do silo, passando
pelas fases de enchimento, compactacéo e armazenamento. A principio ocorre
uma pequena producdo de &acidos graxos volateis, principalmente o acido
aceético pelas enterobactérias, entdo o pH do ambiente comeca a cair. Em
seguida, com essa queda do pH, ocorre mudanca na populacdo de bactérias,
ganhando destaque as produtoras de acido latico, que comecam a proliferar
fazendo com que o pH caia com mais rapidez, promovendo uma preservagao
eficiente do material ensilado (Bughardi et al., 1980).

Quando todo carboidrato disponivel for consumido e/ou o0s
microrganismos tiverem seu crescimento interrompido devido a presenca de
acidos, significa que o processo esta em fase de preservacdo anaerdbia
(Holzer et al., 2003). Essa fase tem duracdo média de 24 a 72 horas (Deminicis
& Martins, 2014). De acordo com Van Soest (1994) o teor de carboidratos
soliveis, a capacidade tampado e do teor de umidade da forragem sédo os
principais fatores que determinam o tempo de fermentagdo que dura
normalmente entre 10 e 14 dias. Os principais componentes da fracdo de
acucares solluveis sdo a sacarose, a glicose e a frutose, que sdo os substratos
utilizados no processo de respiracao.

Ap6s a abertura do silo, inicia-se uma terceira fase, pois com a
exposicdo ao oxigénio tem-se 0 crescimento de microrganismos aerébios
facultativos que eventualmente levam a deterioragcdo da silagem. O processo
de deterioracdo aerdbia € iniciado por leveduras &cido tolerantes, sendo que
conforme os acidos organicos oriundos da fermentacdo sédo oxidados, o pH se

eleva e outros microrganismos comecam a proliferar. Este processo resulta em
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perda de nutrientes, reduzindo a qualidade e quantidade da silagem produzida
(Balieiro Neto et al., 2006).

A estabilidade da silagem é determinada pela fermentacédo aerdbia que
ocorre apo6s a abertura do silo. Quanto melhor for a qualidade da silagem, mais
intenso sera esse tipo de fermentacdo, em funcdo dos maiores teores de
carboidratos soluveis e de &cido latico residuais, que sao 0s principais
substratos utilizados pelos microrganismos envolvidos no processo, resultando
em aumento do pH e reducdo na digestibilidade e no conteido de energia
(Deminicis & Martins, 2014).

Segundo Pitt et al. (1991) temperatura, concentracdo de carboidratos
soluveis, populacdo de fungos e leveduras e a concentracdo de acidos
organicos em interagdo com o pH s&@o os que mais afetam a estabilidade das
silagens apGs abertura.

A estabilidade aerobia de silagens é medida como o tempo que a massa
ensilada leva para ultrapassar em 2°C a temperatura ambiente desde o inicio
da exposicdo ao ar. Teoricamente, indicaria o inicio da deterioracdo com
conseqiente aumento na producédo de CO,, utilizagdo de O,, reducdo na
concentracdo de substratos prontamente utilizaveis e aumento de temperatura,
pH e do nimero de microrganismos espoliadores (Reis et al., 2013).

O grupo de bactérias anaerObias mais indesejavel é o grupo de
Clostridium, que tem efeito pronunciado na qualidade da silagem, se os valores
de pH nado forem suficientemente baixos. Este grupo estritamente anaerobio
fermenta acuUcares, acido latico e aminoacidos, produzindo acido butirico e
aminas. Este tipo de fermentacdo tem como consequéncia a perda de matéria
seca, reducao do fator de aceitabilidade e em consequéncia o consumo, o0 que
leva a queda do desempenho animal (Reis & Moreira, 2001).

O sucesso na conservacao de silagens de gramineas e leguminosas é
dependente do conteddo de matéria seca, da quantidade de carboidratos
prontamente fermentaveis e do poder tampéao presentes na forragem. Com o
efeito da entrada de ar na massa ensilada, inicia a atua¢cédo de microrganismos
deterioradores e ha a reducédo de acUcares sollveis e acidos organicos, o que
tem como consequéncia o aumento do pH e reducdo na digestibilidade e no
conteudo de energia, resultando em perdas econdémicas elevadas e baixo

desempenho animal (Reis e Moreira, 2001).
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2.3 Ensilagem de cana-de-acUcar

Os principios basicos da conservacao de forragens sao preservar o valor
nutritivo e armazenar o excedente, de modo que permaneca estavel até a
necessidade de fornecimento (Silva et al., 2014). Esta conservagao ocorre por
meio de um rapido abaixamento do pH, inibindo a proliferacdo de
microrganismos indesejaveis, mas para isso € necessario cumprir um conjunto
de boas préticas do processo de conservacdo, desde o campo até o cocho
(Faria et al., 2015).

A utilizagdo da cana-de-acucar na forma de silagem além da praticidade
no uso em todo o sistema de producdo tem sido uma alternativa para contornar
os problemas do corte diario, principalmente quando ha intensificacdo da
producdo, em confinamentos de gado de leite e corte (Queiroz et al., 2008;
Balieiro Neto et al., 2009). Num sistema com concentracdo do corte em uma
determinada época, tem-se 0 uso da mao-de-obra em um Unico periodo,
uniformidade da rebrota e facilidades dos tratos culturais, por isso sao mais
vantajosos para o produtor. Além da facilidade na colheita que é realizada na
época seca, ocorre também facilidade nas atividades de corte, transporte,
compactacdo e vedacao, diferente das outras culturas tradicionais, que séo
colhidas durante ou no final do periodo das chuvas (Balieiro Neto et al., 2007).

Quando a cana-de-agUcar atinge o ponto ideal de colheita para
ensilagem, no estadio correto de maturidade, apresenta teor de matéria seca
entre 29 e 33% e abundancia de carboidratos soluveis (de 40 a 50% da MS),
gue permitem rapido crescimento microbiano e abaixamento do pH (Pedroso et
al., 2005). O pH ideal para silagens de boa qualidade varia entre 3,8 e 4,2.
Assim, quanto mais rapida for a queda do pH, menores serdo as perdas na
ensilagem devido a maior conversdo dos carboidratos solaveis da planta em
acido latico, com uma recuperacao de 96,9% da energia. Apés o fechamento
do silo, nos primeiros dias (1 a 3 dias) as enterobactérias e bactérias
produtoras de acido latico, normalmente dominam todos o0s outros
microrganismos (Silva et al., 2014).

Devido ao alto teor de sacarose e a populacéo epifitica de leveduras da
cana-de-acucar (Avila et al., 2010), normalmente acontece fermentacgéo
alcodlica que promove reducdo da matéria seca e até 70% no teor de
carboidratos sollveis e aumenta o percentual dos componentes da parede
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celular (Pedroso et al., 2005). Teores de etanol de 8 a 17% da MS tém sido
relatados para cana-de-acucar ensilada sem o uso de aditivos, sendo que o
ideal € de 1 a 2%, resultando em perdas de até 32% da MS durante o processo
(Kung Jr & Stanley, 1982; Freitas et al., 2006; Pedroso et al., 2007). Como
consequéncia, tem-se reducdo no valor nutritivo, e prejuizo no desempenho
dos animais (Nussio & Schmidt, 2004; Pedroso et al., 2006; Schmidt et al.,
2014).

Um tipo comum de aditivo da cana-de-aglUcar sdo 0s inoculantes
microbianos, que basicamente, se dividem em dois grupos principais de
microrganismos: as bactérias homofermentativas que representam
microrganismos capazes de maximizar a producéo de acido latico e acelerar a
gueda no pH das silagens, e um segundo grupo que sdo as bactérias
heterofermentativas, onde sao encontrados microrganismos capazes de
produzir outros acidos além do latico, como o acético, que € um fator
determinante para a reducédo da atividade de leveduras e fungos durante a fase
de utilizacdo da silagem, evitando perdas por fermentacdo indesejaveis e
promovendo aumento da estabilidade aerébia (Schmidt et al., 2014; Reis et al.,
2013).

Normalmente, para auxiliar nesta questao de fermentacado, na ensilagem
sdo utlizados inoculantes bacterianos baseados em microrganismos
homoléticos que tem como principais caracteristicas: rapida reducdo do pH e
alta producédo de acido latico. Porém, nas silagens de cana-de-acucar, existem
problemas relacionados a sua estabilidade aerdbia das silagens, os quais
geraram buscas por microrganismos com caracteristicas distintas daquelas
antes pesquisada. Por isso, a partir do final dos anos 90, a bactéria L. buchneri
(heterolatica) comecou a ser utilizada por pesquisadores dos EUA e da Europa
(Siqueira et al., 2009).

2.4 Aditivos microbianos na ensilagem de cana-de-acucar

O objetivo do uso dos aditivos € a reducdo de perdas no
armazenamento e na posterior utilizacdo, conservacédo dos nutrientes, aumento
da estabilidade aerébia e consequentes beneficios ao desempenho animal. E
importante salientar que, para considerar um aditivo viavel, ele ndo precisa

apresentar efeito sobre todas as fases do processo fermentativo. Ou seja, a
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reducdo das perdas de matéria seca, sem que haja aumento no desempenho
animal, pode ser um critério que classifica o aditivo como viavel, técnica e
economicamente (Reis et al., 2013).

Na producéo de silagem de cana, a principal limitagdo é a producao de
etanol que ocorre em consequéncia da intensa atividade de leveduras que
convertem os acucares a etanol, CO, e agua. Assim, o uso de aditivos na sua
ensilagem tem como finalidade interferir no processo fermentativo diminuindo o
pH da massa de forragem. Dessa maneira, procura-se inibir o desenvolvimento
de microrganismos indesejaveis durante a fermentacdo (Santos, 2007).

Diversas substéancias, organicas ou inorganicas, bidticas ou abidticas,
tém sido estudadas como aditivos no intuito de modificar o0 processo
fermentativo, reduzir perdas e manter o valor nutricional das silagens. Espera-
se que os aditivos usados no processo de ensilagem reduzam a perda de
nutrientes e energia da forragem, com consequente beneficio no desempenho
dos animais (Kung Jr, 2009). Nesse contexto, os resultados obtidos sé&o
extremamente variaveis e muitas vezes inconclusivos (Schmidt et al., 2014).

Por ter se demonstrado mais eficiente na acidificagdo do meio nas
silagens de cana, tem-se optado por utilizar aditivos com bactérias
heterofermentativas, tipo L. buchneri (Queiroz, 2006). Segundo Pereira (2012),
as silagens inoculadas com essa cepa bacteriana apresentaram maiores
concentracdes de acetato e propionato e menores concentragdes de levedura e
etanol. Porém existe uma grande variabilidade nos resultados de pesquisas
disponiveis até o momento (Freitas et al., 2006; Siqueira et al., 2007; Mendes
et al., 2008; Santos et al., 2010; Avila et al., 2012; Moraes, 2015).

De uma maneira resumida, um bom aditivo para ensilagem da cana-de-
acucar deve inibir as leveduras, manter o teor de matéria seca e estabilidade
aerdbia apOs a abertura dos silos (Junges et al., 2009; Schmidt et al., 2011;
Schmidt et al., 2014). Outros fatores a serem levados em consideracao sao:
proporcionar seguranga no seu manuseio, propiciar melhoria da qualidade
higiénica da silagem, manter o seu valor nutritivo, restringir ou inibir
fermentacBes secundarias e estimular a fermentacdo propiciando condi¢cdes
gue favorecam a atividade de microrganismos desejaveis (Por exemplo, L.

buchneri) e iniba a atividade dos néo desejaveis (Clostridiumatéria
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secapp.,etc.) (Deminicis & Martins, 2014). Contudo, dificilmente todas essas
caracteristicas serdo encontradas em um unico aditivo (Schmidt et al., 2014).

A escolha de um aditivo para aplicagdo no campo deve ser baseada em
critérios bem definidos, para evitar frustracées técnicas, que tem forte apelo
econdbmico. Embora ndo haja dados oficiais, apenas uma pequena parte dos
fazendeiros usa aditivos na ensilagem, e os que o fazem muitas vezes séo
influenciados por informagdes leigas ou comerciais. Novinski (2013) ao realizar
um levantamento de dados no campo, verificou que em apenas 24% das
fazendas os aditivos eram usados nas silagens de milho. Nas propriedades
assistidas por técnicos, esse valor era de 31,4%. Em pesquisa realizada por
Bernardes & Régo (2014), verificou-se que apenas 29% dos produtores
usavam aditivos nas ensilagens de milho, sorgo, gramineas tropicais e cana-
de-acucar, e 59% dos técnicos entrevistados recomendavam o uso de algum
aditivo.

A maioria dos trabalhos com silagem de cana-de-acucar dizem respeito
a estudos realizados sobre os efeitos do inoculante no processo fermentativo e
a composicdo quimica da silagem produzida. S&o escassos 0s resultados
sobre consumo de alimento e o ganho de peso ou conversdo alimentar de
animais que recebem o volumoso tratado (Balieiro Neto et al, 2009). De acordo
com Schmidt et al. (2011), existe variacdo nos resultados experimentais com o
uso de aditivos na ensilagem da cana-de-agucar, provavelmente em
decorréncia da variacdo na populacdo da microbiota epifitica da forragem
usada na confeccdo das silagens. No entanto, ainda permanecem
desconhecidas as razbes para resultados divergentes quando é usada a

mesma espécie de microrganismos.

2.5 Meta-analise

A pesquisa é imprescindivel em todas as areas e, na atualidade, com a
facilidade dos meios de comunicacdo, é possivel encontrar inUmeros estudos
sobre um mesmo assunto. A meta-analise € o método estatistico aplicado a
uma revisdo que integra resultados de dois ou mais estudos sobre uma mesma
guestdo de pesquisa. O objetivo da avaliacdo meta-analitica é extrair a
informacéo adicional de dados preexistentes por meio da unido de resultados

de diversos trabalhos e pela aplicagcdo de uma técnica estatistica. A idéia é
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combinar os resultados de cada estudo para obter uma estimativa global do
efeito avaliado, possibilitando a analise das fontes de heterogeneidade. A
realizac@o da meta-andlise necessita da existéncia de, no minimo, dois estudos
que respondam a uma mesma pergunta, utilizem pelo menos um desfecho em
comum e tenham desenhos de estudo semelhantes (Rodrigues & Ziegelmann,
2010).

De acordo com Poppy et al.,, (2012), a meta-analise nas ciéncias
agrarias pode resultar em maior credibilidade dos resultados no campo por
propiciar aos investigadores a sintetizacdo do conhecimento sobre a questéo
direcionada ao tema a ser investigado. Os resultados dessas avaliacdes
independentes podem oferecer informacfes sobre melhores intervencdes a
serem realizadas, destacar as areas onde ndo h& evidéncia suficiente da
efichcia das intervengBes ou onde ha falhas metodoldgicas na pesquisa
disponivel e, assim, fornecer orientacdo para pesquisas futuras (Canellas,
2015).

A possibilidade de estabelecer diagndsticos, a partir de bancos de dados
ja existentes, com a meta-analise, € uma perspectiva promissora, ja que 0 Uso
da informacao ja disponivel pelo avanco da pesquisa permite uma possibilidade
de integrar o conhecimento produzido de forma fragmentada, podendo, estes
diagndsticos serem utilizados para a implantacdo de um sistema de gestdo de
controle de qualidade na atividade de produgc&o animal, contribuindo para
determinar o conjunto de praticas gerenciais desenvolvidas, as quais, se
utilizadas eficientemente, poderdo garantir o sucesso das empresas do setor
leiteiro (Machado et al., 2009).

No caso da conservacdo de forragens pela ensilagem, apresenta
variabilidade nos resultados de experimentos avaliando aditivos microbianos e
dificulta a tomada de decisdo na escolha do produto certo para cada tipo de
forragem a ser ensilada. Baseados nessa premissa, Zopollatto et al. (2009)
compararam resultados do uso de inoculantes microbianos em silagens de
milho, sorgo, cana-de-acucar e gramineas tropicais no Brasil, e verificaram que
para a maior parte das variaveis estudadas, a frequéncia de respostas positivas
e inferior a 40%.

Uma fase essencial de uma meta-analise € a andlise grafica dos dados,

a qual é realizada através de um gréafico chamado forest plot. Através dele é

17



possivel identificar rapidamente as informacdes e relacdes importantes (Lovatto
et al., 2007). Através deste grafico € possivel visualizar informacdes individuais
dos estudos e os resultados gerais da meta-andlise. Para cada estudo, o
gréfico mostra a medida de efeito e seu intervalo de confiangca. A medida de
efeito € representada por um quadrado, onde seu tamanho é proporcional ao
peso do estudo na meta-analise, quanto maior o peso, maior o tamanho do
simbolo da medida de efeito. Este outro simbolo é exibido em torno da
estimativa da medida de efeito, € uma linha horizontal que representa o
intervalo de confianga, sendo que quanto maior esta linha, maior € a

variabilidade dentro do estudo (Rodrigues & Ziegelmann, 2010).

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dados de artigos cientificos, dissertacdes e teses que
tenham estudado o efeito da inoculacdo com Lactobacillus buchneri na
estabilidade aerobia, producéo de etanol, perda de matéria seca e producao de
leite de vacas alimentadas com silagem de cana-de-agUucar. Com este objetivo,
as palavras-chave “silagem de cana-de-acucar”, “L. buchneri”, “estabilidade
aerobia”, “producao de leite”, “perda de matéria seca’ e “inoculantes
microbiolégicos” foram inseridos nos sites de busca na internet. Nao foi
aplicada nenhuma restricdo de ano de publicacdo ou de idioma. No entanto, 0s
primeiros trabalhos consultados para a presente andlise sao de 2006.

Uma base de dados com as informagdes da metodologia e resultados de
cada trabalho encontrado foi transcrita para uma planilha eletrbnica do
Microsoft Excel®. Para isso foi realizada uma triagem de cada estudo, e
analisado se o trabalho avaliava silagem de cana-de-acUcar tratada apenas
com o L. buchneri e se 0 mesmo comparava o tratamento com silagem controle
(cana sem nenhum tipo de inoculante). Todos os estudos consultados foram
realizados no Brasil. Com base nesses critérios, dos 70 trabalhos encontrados,
por exemplo, 12 estudos foram excluidos porque compararam a silagem
inoculada com L. buchneri com cana in natura.

Da base de dados restante, 15 trabalhos avaliaram estabilidade aerobia,
porém apenas 8 possuiam as informacfes necessarias para serem incluidos
na analise, os demais foram excluidos por ndo apresentarem medidas de

variancia ou por compararem com silagens de outras espécies. Do total de
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trabalhos consultados, apenas 8 foram considerados para o efeito na
estabilidade aerobia (Siqueira, 2005; Queiroz, 2006; Valeriano, 2007; Mari,
2008; Mendes et al., 2008; Balieiro Neto et al., 2009; Schmidt et al., 2011; S&
Neto et al., 2013), 12 trabalhos mensuraram producéo de etanol (Campos e
Rigo, 2004; Freitas et al., 2006; Schmidt, 2006; Schmidt et al., 2007; Santos,
2007; Mari, 2008; Mendes et al., 2008; Siqueira, 2009; Avila et al., 2010;
Schmidt et al.,, 2011; Freitas, 2013; Moraes, 2015), 10 trabalhos avaliaram
perda de matéria seca (Freitas et al.,, 2006; Queiroz, 2006; Schmidt, 2006;
Santos, 2007; Mari, 2008; Mendes et al., 2008; Balieiro Neto et al., 2009;
Siqueira et al., 2010; Siqueira et al., 2011; Rocha et al., 2014), e 4 trabalhos
com producao de leite (Azevedo, 2008; Santos et al., 2012; Andrade, 2013;
Santos, 2015).

Foi visto que 31 trabalhos avaliaram o desempenho animal, varios deles
usando ovinos, bovinos de corte e 17 mensuraram a producdo de leite. No
entanto, apenas 4 trabalhos tiveram dados suficientes para sua inclusdo na
meta-andlise. Os outros 13 foram excluidos por ndo possuirem suficientes
medidas de variancia ou nao incluirem o tratamento controle na alimentacdo
dos animais. Publicacdes com mais de um tratamento comparativo foram
consideradas como estudos separados, a fim de obter o maximo de dados
possiveis.

Finalmente, os experimentos que apresentaram todas as exigéncias
citadas, foram incluidos na andlise quantitativa para estimar a diferenca
padronizada entre médias dos grupos controle e tratamento, e seu intervalo de
confianca de 95%. Todas as andlises foram realizadas pelo programa CMA®
utilizando a diferenca da média para ambos os modelos de efeito aleatorios da
meta-andlise, pois partiu-se do pressuposto, de que a heterogeneidade entre
0s estudos estava presente, tal como descrito por Borenstein et al. (2010).

Os dados foram coletados de estudos com efeitos estatisticos tanto de
modelos fixos como modelos mistos. A meta-analise foi conduzida usando um
modelo de efeitos aleatérios com o objetivo de determinar a variacdo ou
heterogeneidade entre estudos para confirmar a distribuicdo normal das
observacdes. De acordo com Borenstein et al. (2010) devido a variacao dentro
do estudo e no efeito verdadeiro entre os estudos, o modelo de efeitos

aleatorios pondera de forma mais adequada esses efeitos para modelar ambas
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fontes de variacdo. As analises foram executadas usando o programa CMA®

ver. 3.

O Modelo utilizado para estimar esses efeitos aleatorios foi:

Onde:

Yi = efeito do estudo i

Yi=p+6i+ei

M = efeito verdadeiro (medida meta-analitica)

Bi = efeito aleatério do estudo i

€i = erro aleatorio do estudo i

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estabilidade Aerébia

De oito trabalhos que foram incluidos, no total, onze experimentos foram

avaliados com L. buchneri. Destes, oito experimentos observaram efeito da

inoculacdo na silagem de cana. Os trabalhos incluidos assim como as médias

e o valor de P estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Estudos sobre estabilidade aerdbia incluidos na meta-analise

Estudo Fonte Cidade LB(h) | CTRL(h) P
Queiroz, 2006 Dissertacao Piracicaba — SP 37,75 47,75 NS
Schmidt et al., 2011 Artigo Curitiba— PR 40,8 34,7 S
S& Neto et al., 2013 Artigo Piracicaba — SP 57,92 68,85 NS
Valeriano, 2007 A Dissertacdo Lavras — MG 66,6 31,3 S
Valeriano, 2007 B Dissertacao Lavras — MG 58,3 31,3 S
Valeriano, 2007 C Dissertacdo Lavras — MG 67,3 31,3 S
Valeriano, 2007 D Dissertacdo Lavras — MG 86 31,3 S
Siqueira 2005 Dissertacdo Jaboticabal — SP 60 32 S
Mendes et al., 2008 Artigo Piracicaba — SP 92 56 S
Mari, 2008 Tese Piracicaba — SP 65 51 NS
Balieiro Neto et al., 2009 Artigo Ribeirdo Preto — SP 57,6 45,6 S

LB: Lactobacillus buchneri, CTRL: controle, h: horas

Os resultados encontrados na meta-analise foram significativos para

estabilidade aer6bia em silagens de cana-de-agUcar inoculadas com L.

buchneri, ou seja, no geral, o uso do inoculante microbiolégico a base desta
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bactéria heterolatica melhorou a estabilidade aerébia das silagens estudadas
(Figura 1). Esse efeito pode ter acontecido pela elevacédo da producéo de acido
acético na massa ensilada, o qual € o principal inibidor do crescimento de
fungos responsaveis pela elevagédo da temperatura ap0s a abertura da silagem.

No momento do fechamento do silo, as enterobactérias produzem acido
acético e iniciam a queda do pH. Posteriormente, estas bactérias ndo sao mais
capazes de sobreviver em meio acido e entdo dédo espaco as bactérias acido
laticas, que irdo produzir acido latico diminuindo ainda mais o pH e, fazendo
com gue o material ensilado se conserve. O acido acético formado inibe o
crescimento de leveduras apos a abertura do silo (presenca de O,) e retarda a
deterioracédo da silagem. Se ndo ocorrer a adicdo de inibidores de leveduras,
estes microrganismos aerobios facultativos utilizardo carboidratos sollveis
como substratos e produzirdo etanol, dioxido de carbono e &gua. Estes
processos de fermentacdo indesejaveis promovem aumento de temperatura

apos a abertura e aumento na perda de matéria seca.

Nome do estudo Diferenca média

Queiroz, 2006 —a——
Schmidt, 2011 B
Sa Neto et al., 2013 i
Valeriano, 2007 A - = |
Valeriano, 2007 B =
Valeriano, 2007 C &
Valeriano, 2007 D
Siqueira, 2005
Mendes et al., 2008 E—
Mari, 2008 3
Balieiro Neto et al., 2009 |
-

4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

Controle Tratamento

Figura 1. Efeito do aditivo microbiolégico L. buchneri na estabilidade aerébia de
silagens de cana-de-acgUcar inoculadas (tratamento) ou nao (controle).

Siqueira (2005) observou que silagens inoculadas com L. buchneri (60h)
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foram superiores as silagens controle (32h), para atingir a estabilidade aerdbia
da massa ensilada. O autor também justifica a diferenca pela acdo do acido
acético produzido que inibiu o crescimento de fungos. Da mesma maneira Avila
(2007) verificou que a utilizagao de L. buchneri resultou em silagens com maior
estabilidade aerdbia, atribuindo esse ganho a acdo do &cido acético. Neste
trabalho, atingiu-se estabilidade aerobia com 2°C acima da temperatura
ambiente com 33h, e para o grupo controle com 24h.

Assim mesmo, Valeriano (2007) observou maior estabilidade na silagem
inoculada (69,5h) com relacdo ao controle (31,3h). O autor também justifica a
maior estabilidade devido a maior producdo de acido acético em face do poder
fungicida. Mendes et al. (2008), Balieiro Neto et al. (2009) e Schmidt et al.
(2011) também observaram aumento na estabilidade aerébia da silagem de
cana-de-agucar em 64,0%, 21% e 15%, respectivamente.

Segundo Queiroz (2006), no entanto, os resultados ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos, sendo a média de 39h. Os autores comentam
gue o aumento de estabilidade esta normalmente associado a diminuicdo do
teor de carboidratos entre os periodos de abertura das silagens. Da mesma
maneira Mari (2008), ndo encontraram efeito significativo para o tratamento
com L. buchneri.

Finalmente Sa Neto et al. (2013) concluiram que o tratamento contendo
exclusivamente L. buchneri ndo melhorou a estabilidade aerébia, quando a
diferenca entre a populacéo epifita de bactérias acido laticas e a concentracéo

de lactobacilos utilizada foi menor do que 1,5 log ufc g-1.

4.2 Producéao de Etanol

Como resultado da analise geral dos trabalhos, houve reducdo da
producao de etanol em silagens de cana inoculadas (Figura 2). A meta-analise
permitiu observar que o uso do inoculante microbiolégico a base desta bactéria
heterolatica é importante e deseja-se produzir silagens com menor teor de
alcool. De doze trabalhos que foram incluidos na andlise, quinze experimentos
avaliaram o uso de L. buchneri em silagens de cana-de-acUcar. Destes, oito
experimentos verificaram reducdo da producdo de etanol nas silagens
inoculadas (Tabela 2). A reducdo do teor de etanol pode ter acontecido pela
acdo do L. buchneri que, tem finalidade de diminuir o pH da forragem,
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auxiliando no controle da populacdo de leveduras por meio da producdo de
acido acético, diminuiu a fermentacdo de carboidratos solUveis e como

consequéncia, diminuiu a producéo de etanol.

Tabela 2. Estudos sobre producéo de etanol incluidos na meta-analise

Estudo Fonte Cidade LB(h) CTRL(h)
Campos e Rigo, 2004 Artigo Uberaba — MG 0,5 0,77 S
Freitas et al., 2006 Artigo Vicosa — MG 19,3 17,8 NS
Schmidt, 2006 A Tese Piracicaba — SP 0,42 1,53 S
Schmidt, 2006 B Tese Piracicaba — SP 0,46 1,53 S
Schmidt et al., 2007 Artigo Piracicaba — SP 0,33 0,41 NS
Santos, 2007 Dissertacdo Piracicaba — SP 5,97 4,78 NS
Mari, 2008 Tese Piracicaba — SP 0,58 1,16 S
Mendes et al., 2008 Artigo Piracicaba — SP 2,8 3,2 NS
Siqueira, 2009 Tese Jaboticabal — SP 0,566 0,637 NS
Avila et al., 2010 A Artigo Lavras — MG 2,1 6,14 S
Avila et al., 2010 B Artigo Lavras — MG 2,85 6,14 S
Avila et al., 2010 C Artigo Lavras — MG 2,15 6,14 S
Schmidt et al., 2011 Artigo Curitiba — PR 15,32 14,41 NS
Freitas, 2013 Dissertacdo Goiania - GO 2,54 4,35 S
Moraes, 2015 Dissertacdo Vicosa — MG 4,42 4,03 NS

LB: Lactobacillus buchneri, CTRL: controle, h: horas
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Figura 2. Efeito do aditivo microbioldgico L. buchneri na produgéo de etanol de
silagens de cana-de-acgUcar inoculadas (tratamento) ou ndo (controle).

Segundo Campos e Rigo (2004) e Avila et al. (2010), as silagens
controle tiveram teores mais elevados de etanol. O efeito positivo na reducéo
de etanol foi justificado pelo aumento da recuperacdo de carboidratos em
silagens tratadas com L. buchneri. Segundo Freitas et al. (2006), a maior causa
de perda de matéria seca na silagem de cana-de-acucar é a reacéo bioquimica
da producdo de etanol, em que a matéria seca é catalisada via fermentacéo
pelas leveduras, de modo que cada molécula de glicose fermentada gera duas
moléculas de etanol, duas de diéxido de carbono e duas moléculas de agua.

De acordo com McDonald et al. (1991), o etanol produzido nas silagens
pode acarretar perdas de até 48% da MS. Diversos trabalhos com silagem de
cana afirmam que a menor perda de matéria seca (tratamentos com residuo)
esta associada a mais baixa producao de etanol e que o aumento no teor de
matéria seca limita a producdo de etanol. A alta producdo de etanol, mesmo
nas silagens com elevado teor de matéria seca, também deve estar associada
a grande quantidade de substrato disponivel para fermentacao.

Schmidt (2006) e Mari (2008) observaram que a adicdo de L. buchneri

isolada é eficiente em reduzir a atividade das leveduras na massa ensilada.
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Embora os teores de etanol nos dois experimentos possam ser considerados
baixos, possivelmente em decorréncia da volatilizacdo ocorrida em silos de
grande porte, as silagens inoculadas apresentam valores 50 a 70% menores
que a silagem controle. Segundo Siqueira (2009), existe dificuldade na
guantificacao de etanol em silos destinados a alimentacdo animal, em razao da
volatilizacdo desse composto durante a retirada da silagem, ja em silos
experimentais, onde a coleta é feita somente no momento da abertura tem-se
menores valores de volatilizagdo de etanol.

Em outro experimento, Schmidt et al.(2007) verificou teor de etanol
reduzido e sem diferenca entre as silagens (média de 0,30% da MS). De
acordo com autor, o baixo teor de etanol ndo indica necessariamente baixa
producdo deste componente, mas possivelmente baixa recuperacdo nas
amostragens realizadas, em virtude do tipo de silo utilizado. Estes resultados
indicam que o teor de etanol ndo é bom padrdo de qualidade fermentativa de
silagens de cana-de-acucar produzidas em silos de grande porte, uma vez que
a perda por volatilizagdo desse componente parece ser elevada em
comparacao com silos experimentais.

Da mesma maneira, Santos (2007), ndo observou diferenca entre
silagens com ou sem L. buchneri e justificou devido ao alto consumo de
carboidratos soluveis e o significativo aumento da producdo de etanol na fase
anaerobia, houve reduzida disponibilidade de substrato capaz de estimular o
desenvolvimento de microrganismos aerébios durante o periodo apds a

abertura.

4.3 Perda de Matéria Seca

A perda de matéria seca em silagens de cana-de-acucar inoculadas com
L. buchneri ndo teve efeito quando comparadas com silagens sem inoculante,
de dez trabalhos que foram incluidos na analise, onze experimentos foram
avaliados. Deste, apenas dois experimentos apresentaram efeito significativo
(tabela 3 e figura 3).
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Tabela 3. Estudos sobre perda de matéria seca incluidos na meta-analise

Estudo Fonte Cidade LB (%) CTRL(%) P
Freitas et al., 2006 Artigo Vicosa — MG 33,20 31,10 NS
Queiroz, 2006 Dissertacdo Piracicaba - SP 31,88 31,45 NS
Schmidt, 2006 Tese Piracicaba - SP 17,00 19,80 NS
Santos, 2007 Dissertacdo Piracicaba - SP 35,78 34,31 NS
Mari, 2008 Tese Piracicaba - SP 11,30 6,69 S
Mendes et al., 2008 Artigo Piracicaba - SP 8,70 14,45 S
Balieiro Neto et al., 2009 Artigo Ribeirdo Preto — SP 23,50 19,51 NS
Siqueira et al., 2010 Artigo Jaboticabal - SP 19,20 32,50 NS
Siqueira et al., 2011 Artigo Jaboticabal - SP 38,89 36,50 NS
Rochaet al., 2014 A Artigo Janauba - MG 33,93 38,14 NS
Rochaet al., 2014 B Artigo Janauba - MG 22,40 22,12 NS

LB: Lactobacillus buchneri, CTRL: controle, %: porcentagem

Nome do estudo Diferenga média
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Rocha et al., 2014 A E
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Figura 3. Efeito do aditivo microbiolégico L. buchneri na perda de matéria seca
de silagens de cana-de-acUcar inoculadas (tratamento) ou nao (controle).

A alta recuperacdo de matéria seca apresenta-se como um dos
principais desafios relacionados a ensilagem da cana-de-acglcar (Siqueira et
al., 2011). Maiores perdas de matéria seca, normalmente estdo associadas a

maiores teores de etanol, uma vez que, a maior causa de perda de matéria
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seca é a utilizacdo de glicose para gerar alcool. A sintese de etanol pelos
microrganismos indesejaveis, principalmente levedura, € feita com base na
utilizacdo dos carboidratos, gerando com isso &gua, etanol e CO, e
aumentando a perda por formacdo de gases e, consequentemente, pelo
aumento em perdas totais de matéria seca. Queiroz (2006) observou alta
correlacdo entre o teor de etanol e as perdas de matéria seca total e gasosa

(61,2% e 63,5% respectivamente) sem verificar efeito da adicdo de inoculante.

4.4 Producao de Leite

Nenhum dos trabalhos que avaliaram a producao de leite encontraram
diferencas estatisticas no leite produzido por vacas alimentadas com silagens
inoculadas ou ndo com L. buchneri. No entanto, apenas quatro trabalhos
puderam ser incluidos na meta-andlise (Tabela 4 e Figura 4). A falta de efeito
na producdo de leite pode ter acontecido porque os autores também né&o
encontraram diferencas no consumo de matéria seca ou na COmMpoSicao
bromatoldgica nas silagens estudadas. As diferencas numéricas foram de

menos de 1 litro e em alguns casos o controle produziu mais leite.

Tabela 4. Estudos sobre producéo de leite incluidos na meta-analise

Estudo Fonte Cidade LB(L) CTRL(L) P
Azevedo, 2008 Dissertacao Itapetinga - BA 11,59 12,18 NS
Santos et al., 2012 Artigo Colina - SP 12,2 11,3 NS
Andrade, 2013 Dissertacao Vicosa - MG 18,3 19,1 NS
Santos, 2015 Dissertacdo Lavras - MG 18,1 18 NS

LB: Lactobacillus buchneri, CTRL: controle, L: litros de leite
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Figura 4. Efeito do aditivo microbiologico L. buchneri na producao de leite (kg/d)
de vacas leiteiras alimentadas com silagens de cana-de-acUcar inoculadas
(tratamento) ou n&o (controle).

5. CONCLUSOES

O inoculante com apenas L. buchneri parece ser uma boa alternativa
para producédo de silagens de cana a fim de reduzir processos fermentativos
indesejaveis que afetam a qualidade deste volumoso, € eficiente em diminuir o
tempo para a estabilidade aerdbia e diminuir a producédo de etanol.

Existe, no entanto, controvérsia sobre sua aplicabilidade, uma vez que, o
uso isolado de uma unica espécie ou cepa, pode ndo ser eficiente para reduzir
0s principais problemas desta silagem. Possivelmente para se obter resultados
mais vantajosos pode ser necessario associar mais de uma cepa ou espécie de
microrganismo num unico produto.

A elevada proporcéo de trabalhos consultados que nao tem indicadores
de variancia chama a atencédo na qualidade dos dados publicados, uma vez
que, o erro padrdao ou coeficiente de variagcdo indicam a precisdo dos

resultados apresentados.
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