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PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho caracterizar a
microflora epifita da cana-de-agucar (C), da
gliricidia fresca (GNE) e emurchecida (GE) e das
misturas ensiladas. Este estudo foi desenvolvido
na Universidade Federal de Alagoas, UFAL, de
janeiro a dezembro de 2005. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial [(2x3x4)+4]. As silagens de
cana-de-agucar aditivadas com GNE e GE foram
confeccionadas nas proporgdes: 100/0, 75/25,
50/50 e 25/75. Os 28 tratamentos, com trés
repeticdes cada, foram acondicionados em silos
experimentais (baldes plasticos de 10 |), vedados
com lona de PVC e mantidos sob condigdes con-
troladas de temperatura, umidade e protecédo da
presenga de roedores. Os tempos de armaze-
namento das silagens foram: 15, 45, 90 e 120 dias,
nos quais foram abertos para a coleta de amostras.
A andlise multivariada mostrou-se significativa
para os efeitos dos fatores e varidveis analisadas
(p<0,1). A avaliacdo microbiolégica das silagens
baseou-se nos dois primeiros componentes
principais (Yi), explicando 83,09% da variagao
total. As leveduras, os fungos e as bactérias
totais, incluidos no Y1, explicaram 64,23%. Os
bacilos tiveram menor importancia para explicar a
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variabilidade na microflora epifita das silagens,
ficando no Y2 e explicaram somente 18,86% da
variagéo total. A analise de otimizacdo forneceu
as quatro melhores misturas em relacao aos
fatores e variaveis analisadas. Desta forma, 25%
de gliricidia emurchecida podem vir a ser um valor
controlador da fermentacé@o microbianaindesejavel
em silagens de cana-de-acucar.

SUMMARY

The objective of this work was to evaluated
the epiphytic micro flora of sugarcane (Saccharrum
officinarum L.), fresh gliricidia (Gliricidia sepium)
(GNE), wilted gliricidia (GE) and mixtures ensiled.
This study was conducted at the Universidade
Federal de Alagoas-UFAL, from January until
December 2005. The experimental design was
entirely randomized in outline [(2x3x4)+4)]. The
sugarcane silages added with GNE or GE were
maded in the referred percentages: 100/0; 75/25;
50/50 and 25/75. There were 28 treatments, each
one with three replications. Silages were kept in
experimental silos (plastic boxes), sealed with
sailcloth and adhesive ribbon. These silos were
maintained under controlled temperature, and
humidity conditions and saved from rodent
presence. The silos were opened at 15, 45, 90 and
120 days, and sampled. In relation to effects of
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factors and variables tested, the multivariate
analysis showed significant differences (p<0.1).
The microbiologic evaluation of silages was based
in the two first principal components (Yi), which
explained 83.09% of the total variation. The yeast,
fungus and total bacteria, included in the Y1,
explained 64.23%. The bacilli had less importance
to explain the epiphytic micro flora variability of the
silages, and were included in the Y2, explaining
only 18.86% of the total variation. The 25% of
wilted gliricidia may be an effective additive and it
could be used with success to control undesirable
secondary fermentation in sugarcane silages.

INTRODUCAO

Segundo Pedroso (2003), os microrga-
nismos naturalmente presentes nas plantas
forrageiras, chamados de microflora epifita,
sao responsaveis pela fermentacdo das
silagens, afetando também a sua estabi-
lidade aerdbia e a eficiéncia dos inoculantes
microbianos. O nimero de microrganismos
epifitos ¢ varidvel, de acordo com o tipo de
forragem, estadio de maturidade das plan-
tas, clima, corte e condicionamento das
forrageiras (Linetal.,1992), bem como pela
ocorrénciade incéndio prévio (Bernardes et
al.,2002; McDonald, 1991).

Geralmente, os microrganismos existen-
tes em maior numero nas plantas forrageiras
sdo as enterobactérias, as leveduras e os
fungos, que competem com os lactobacilos
pelos agucares durante a ensilagem, sendo
considerados indesejaveis (Bolsen et al.,
1992; Hendersom, 1991; Woolford, 1990).
Além disso, a presenca de leveduras, na
ordemde 10°UFC/g de forragem (Alli et al.,
1983) é prejudicial ao processo de ensilagem,
porque estes microrganismos ndo contri-
buem para a acidificacdo e estao associados
com a deterioracdo aerdbia das silagens
(Driehuis e Wikselaar, 1999) e nado sao
inibidas pelo pH normalmente encontrado
nas silagens. A populagdo de bactérias
laticas epifitas ¢ muito variavel; oscila de
nenhuma a diversos milhdes de unidades
formadoras de colonias (UFC) por grama de
forragem (Satter et al., 1988). Tem-se esti-

mado que o numero e tipos apropriados de
organismos que se encontram na natureza
sdo menores que 25% do ideal que se pode
obter (Pedroso, 2003).

Ainda sdo poucos os trabalhos que ava-
liam o efeito de aditivos vegetais ricos em
proteinae carboidratos nas silagens de cana-
de-agucar. Também sao escassos os estudos
sobre a contagem de leveduras nestas
mesmas silagens, podendo ser citados os
de Gonzalez e McLeod (1976) e Alli et al.
(1983) e rarissimos 0s que procuraram ca-
racterizar a populacgdo epifita da cana. Dentre
estes, pode-se citar o de Lopez et al. (1998).

E necessério considerar que além das
alteracdes na composicdo quimica da
silagem, o desenvolvimento de fungos
(Hendersom, 1991; Woolford, 1990) pode
ser prejudicial a saide dos animais e das
pessoas. Segundo Edds (1983), todos os
animais sdo sensiveis a acao das micotoxinas
(Scudamore e Livesey, 1998; Amigotetal.,
2006), podendo ocorrer lesdes agudas que
sdo provocadas pela ingestdo de doses
relativamente elevadas destas, ocasionan-
do lesdes hepaticas graves de efeito quase
sempre letal, e, ou, cronicas, que produzem
lesdo progressiva, severa depressdao no
crescimento corporal e alteragdes hepato-
mas ap6s periodo prolongado de ingestdo
destes volumosos. Dentre estas doengas, a
aspergilose - causada por toxinas produzidas
por Aspergillus flavus -, ¢ bastante
conhecida pela comunidade cientifica e ru-
ral. Segundo Sabino (1987), os géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium,
capazes de crescer em diversos substratos
e sob condi¢des ambientais variaveis, sdo
produtores de micotoxinas (Scudamore e
Livesey, 1998; Amigot et al., 2006) que
ocasionam patologias nos animais. Os
fungos Aspergillus glaucus e Aspergillus
fumigatus, ambos patogénicos, produzem
esporos que provocam doenga respiratoria
maléfica em eqiiinos e aves, além de causar
problemas digestivos com o comprome-
timento do desempenho destes animais
(Pregnolato, 1985).
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Ja em relacdo aos organismos do reino
Monera, Muck (1992) cita que os géneros
Clostridium e Listeria, como responsaveis
por graves problemas em animais, podendo
ocasionar diminui¢do no consumo volun-
tario, perda de desempenho e ou leva-los a
morte. Dentre as patologias mais conhe-
cidas, Lopezetal. (1998) citam o botulismo
e a listeriose.

Quanto a presenga e desenvolvimento
das leveduras, algumas sdo preocupantes
em relagdo a saude animal e humana,
podendo ainda elevar as perdas de matéria
seca da silagem pela produgdo de etanol.
Dentre elas, podem ser citadas as dos géne-
ros acido-metabolizantes como Candida e
Hansenulla - as mais preocupantes -, € as
fermentativas Torulopsis e Saccharomyces
(Mahanna, 1994).

A gliricidia [Gliricidia sepium (Jacq.)
Kunth ex Walp.] ¢ umaleguminosa originaria
da América Central eja é cultivada em varias
regides do Brasil. Esta planta, além de
possuir alto valor protéico (Atta-Krah, 1987),
sintetiza fitoquimicos que atuam como po-
derosos agentes micostaticos, bactericidas
emalaricidas (Ignatushchenko ez al., 1997),
0 que sugere ter um grande potencial no
controle de fermentacdes indesejaveis em
silagens de cana-de-agucar.

Com base no exposto, objetivou-se com
este trabalho caracterizar amicroflora epifita
das silagens de cana-de-acticar adiciona-
das com gliricidia.

MATERIAL EMETODOS

Este experimento foi conduzido no
Laboratorio de Fitopatologia e Fitossa-
nidade, da Universidade Federal de Ala-
goas-UFAL, de janeiro adezembro de 2005.
A cana-de-actcar var. RB-92579 foi cedida
pelo Programa de Melhoramento Genético
da Cana-de-agucar-PMGCA/UFAL. Osra-
mosjovens de gliricidia foram colhidos numa
areaja existente da Universidade Federal de
Alagoas-UFAL. A cana-de-agucar des-
folhada e sem palhada nao sofreu pré-

secagem, ao passo que os ramos jovens da
gliricidia colhidos foram utilizados sob o
estadio fresco ou emurchecido, por aproxi-
madamente 6 horas de exposi¢do ao sol.
Foram coletadas amostras dos componen-
tes da mistura antes da ensilagem para pos-
teriores andlises.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial
[(2x3x4)+4]em trés repeti¢des, sendo o
fator A, relativo a gliricidia in natura (GNE)
ouemurchecida (GE), adicionada a cana-de-
acgucar (C) com percentuaisiguaisa25,50e
75% (fator B); periodos de armazenamento
domaterial ensiladoiguaisa 15,45,90e 120
dias (fator C); além de mais quatro silagens
de cana-de-agucar sem aditivo (fator D),
também em triplicata.

A mistura ocorreu apos trituracdo em
maquina forrageira com tamanho de particu-
la de aproximadamente 1,0 cm para cana-de-
agucar e de 2,5 cm para a GNE ou GE.
Procurou-se manter uma densidade média
de 450 kg/m® durante o processo de
compactacdo do material. Os silos foram
identificados, vedados utilizando-se lona
plastica e fita adesiva e armazenados em
galpao sob temperatura e umidade contro-
ladas, além da protecdo contra roedores.

Durante a abertura dos silos foram
colhidas amostras (£25 g) de cada uma das
84 silagens, acondicionadas em tubos de
ensaio previamente esterilizados, fechados
e mantidos resfriados em caixas de polies-
tireno (isopor) contendo bolsas de gelo,
paraserem encaminhados para o laboratorio.

O isolamento e a contagem dos micror-
ganismos deram-se segundo Linezal. (1992).
Amostras das silagens (25,0 g) foram pesa-
das em béqueres esterilizados contendo 250
ml de agua destilada, trituradas em
liquidificador e filtradas em papel de filtro
Whatman N° 10. As diluigdes em série
(partindo-se de 10! até 10*) foram realiza-
das adicionando-se 1 ml do extrato filtrado
obtido em tubos de ensaio contendo 9 ml da
solucdo de cloreto de s6dio (NaCl)a 0,85%.
Em seguida as amostras foram homo-
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geneizadas e a inoculagao foi realizada em
placas de Petri contendo os meios de cultu-
ra seletivos para cada um dos microrga-
nismos. Para quantificagdo de bacilos,
adotou-se a mesma metodologia (Linetal.,
1992), no entanto, paraa inoculagdo destes,
retirou-se os tubos de ensaio do aparelho
de ultra-som ap6s 20 minutos colocando-os
em banho-mariaa 80°C.

Apos a obtengao dos dados, aplicou-se
a andlise de componentes principais e de
agrupamentos por Tocher. Para a escolha
das silagens com os valores 6timos, a
otimizag¢do foi baseada no indice de
desejabilidade (experimentos com misturas),
sugerido por Derringer e Suich (1980). Para
a obten¢ao dos valores otimos de cada
variavel analisada neste experimento,
adotou-se intervalos sugeridos por Ma-
hanna (1994). Todas as variaveis analisadas
ndo apresentaram distribui¢do normal e ou
homocedasticidade. Sendo assim, foram
realizadas as transformacgades:

Inversa[y’=1/(y+k)]comAiguala-1,0
ek=74032.,4 (leveduras); raiz quadrada [\/X
+0,6]comAiguala0,5 ek=0,6 (fungos); raiz
quadrada [NX +0,5] com A igual a 0,5 e k=
0 (bacilos e bactérias totais).

RESULTADOS EDISCUSSAO

Os dados obtidos quanto a analise mi-
crobiana da cana-de-agucar, gliricidia fres-
ca e nos emurchecidos por 6 horas antes da
ensilagem encontram-se apresentados na
tabelal.

A tabela Il apresenta através as equagdes

de regressdo e os respectivos coeficientes
de determinagdo para leveduras, fungos,
bacilos e bactérias totais. A apresentagdo
dos resultados foi realizada considerando-
se separadamente o aditivo fresco (GNE) e
o que sofreu emurchecimento (GE). O teste
usado para a significancia dos coeficientes
de regressao foi o F de Snedecor (p<0,1).
Para manter a hierarquia dos termos de
algumas das equacdes de regressao, alguns
destes foram adicionados as referidas
equagdes, mesmo apresentando-se ndo-sig-
nificativos.

Observa-se que, emrelagdo ao emurche-
cimento do aditivo vegetal utilizado nas
silagens de cana-de-agucar, houve efeito
significativo (p<0,05), visto que a andlise
baseadanatécnica multivariada experimen-
tos com misturas gerou modelos preditivos
tanto para as que receberam gliricidia fresca
(GNE) quanto para as que receberam a pré-
seca (GE)aosol por 6 horas aproximadamen-
te (tabela IT).

Em relagdo as leveduras, as silagens de
C+GNE apresentaram diferenca significati-
vaparaaintera¢do cana (C) e armazenamento
(A), com incremento positivo no nimero de
unidades formadoras de colonia por grama
de matéria verde (UFC/g MV) na ordem de
2,94 x 10 ponto percentual a cada dia de
armazenamento e incremento percentual de
cana. Ao passo que, comrelacdo ainteracao
gliricidia fresca (GNE) e armazenamento,
ocorreu o inverso, ou seja, um decréscimo
napopulagao de leveduras naordemde 2,56
x 10 ponto percentual. Estes resultados
indicam que ha influéncia da adicdo da

Tabela 1. Microflora epifita (log UFC/g MV) da cana-de-agucar e da gliricidia fresca e
emurchecida antes da ensilagem. (Epiphytic microflora (log UFC/g MV) of sugarcane, and fresh or

wilted gliricidia before ensiling).

Componentes Fungos Leveduras Bactérias totais Bacilos
Cana-de-agucar 1,43 7,03 9,0 6,78
Gliricidia fresca 0,22 0,0 8,53 0,0
Gliricidia emurchecida 0,82 0,0 8,41 6,58
Archivos de zootecnia vol. 58, num. 223, p. 398.
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Tabela Il. Equagoes de regressdo e coeficientes de determinagdo (R’) para leveduras, fungos,
bacilos e bactérias totais em fun¢do do armazenamento (A) das silagens aditivadas com
gliricidia fresca (C+GNE) e emurchecida (C+GE). (Equations of regression and determination
coefficients (R?) for yeast, fungi, bacilli and total bacteria in relation to storage (A) time of the sugarcane
silages added with fresh (C+GNE) and wilted gliricidia (C+GE)).

Variavel
Mistura Equacdes de regresséo R? (%)
Leveduras
C+GNE y=-2,43x10° C - 5,25x10® G +0,19x10*** CA + 5,42x109***
GA - 4,28x1071"*** GA? 78,25
C+GE y =-2,43x108 C - 8,45x10® G + 1,1x10°*** CA + 6,75x10***
GA - 0,00000000004285*** GA? 84,36
Fungos
C+GNE y=7,94x102 C - 1,15x102 G + 5,8x10*"s CG - 2,8x10*** CA + 8,03x10"s
GA - 1,73x10°** CGA 86,33
C+GE y=1,2x10" C + 1,2x10" G - 4,7x10% CG - 1,32x10-*** CA - 1,45x10-%s
GA+ 6,4x10%** CGA 91,11
Bacilos
C+GNE y=0,2352 C - 0,01241 G + 5,93x10°** CG - 2,3x10*"s CA + 8,76x10%*
GA - 6,75x107"s CA?- 7,3x10°* GA?- 2,6x10** CGA + 1,97x10¢** CGA? 87,28
C+GE y=0,51772 C + 0,6566 G + 9,17x10%** CG + 1,36x103" CA + 1,52x10%*
GA - 6,75x107"s CA2- 7,31x10°* GA? - 3,96x10“* CGA + 1,97x10%** CGA? 89,77
Bactérias totais
C+GNE y =318,5425 C + 264,0832 G - 1,6258™ CG - 1,39282** CA - 3,1224**
GA + 1,2x102** GA? + 2,44x102** CGA 77,38
C+GE y =344,1199 C + 268,2 G - 4,6799™ CG - 2,2648** CA - 3,5776**
GA + 1,18x102** GA?+ 6,42x10%** CGA 89,01

"sp>0,1; *p<0,1; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

C: percentual de cana-de-agucar; G: percentual de gliricidia e A: periodo de armazenamento em dias.

gliricidia na silagem de cana-de-acgucar
devido ao seu poder micostatico através de
seu metabolismo secundario.

Os resultados para a adicdo de GE nas
silagens de C mostram que o desenvol-
vimento dareferida populacdo de leveduras
foi menor emrelacdo a interagdo CxA (3,42
x10%%) e GxA (1,28 x 10#9%), indicando que
ao aumentar o teor de matéria seca nas
silagens, aumenta-se a pressao osmotica do
meio e consequentemente, dificultou a
proliferacdo destes microrganismos ao
longo do armazenamento.

Para a populagdo de fungos observa-se

que a medida que aumentou o percentual da
GNE nassilagens de cana-de-agucar, houve
diminui¢ao significativa quadratica (p<0,05)
na referida populacdo destes microrga-
nismos, onde foi observada auséncia ou
seus esporos estavam em laténcia.
Emrelacdo ao armazenamento, observa-
se que nas silagens exclusivas de cana-de-
acucar houve diminuicdo linear (p<0,05) da
ordemde 2,80 x 10**ponto percentual a cada
dia de armazenamento. Nas silagens com
maior adi¢do de GNE o percentual de fungos
sofreu incremento linear (p<0,05) chegando
avalores proximos de4,5%. Aos 120 dias de
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armazenamento das silagens pode-se veri-
ficar menor porcentagem flngica para a
relagdo percentual 50:50, mas que aumentou
a partir deste ponto, o que sugere que esta
seja a melhor relacdo quando o aditivo ndo
for pré-secado. Quando a adi¢do foi feita
com GE nas silagens de cana-de-actcar,
ocorreu o mesmo efeito negativo e quadrati-
co para fungos (p<0,05), onde houve dimi-
nuigdode 1,32 x 103% paraainteragdo CxA
e nenhuma diferenca (p<0,05) para a
interagdo GxA.

Para a quantificagcdo de bactérias totais
observaram-se maiores valores (24145,0
UFC/g MV) para as silagens exclusivas de
cana-de-agucar e decréscimo linear (p<0,05)
de 1,39% a cada dia de armazenamento. A
medida que se aumentou o percentual de
GNE nas silagens de cana-de-agucar
observou-se um decréscimo de 89,7% na
populacdo destes microrganismos até a
propor¢dao C/GNE atingir 25/75%, quando
atingiu-se um valor de 8009,0 UFC/g MV.
Quando o aditivo sofreu emurchecimento,
houve o mesmo comportamento, porém a
diminui¢do dos valores referentes a
quantificacdo de bactérias totais foi de
aproximadamente 25%. As interagdes CxA e
GxA foram significativas e negativas
(p<0,01) e influenciaram no nimero de UFC/
gMYV dassilagensnaordemde 2,26 ¢3,57%,
acadaadicao de GE e dia de armazenamento,
respectivamente. Mais uma vez, obteve-se
maior populacdo de bactérias totais nas
silagens exclusivas de cana-de-acucar,
sugerindo que o aditivo vegetal utilizado
também pode controlar estes microrga-
nismos.

Para apopulacdo de bacilos nas silagens
exclusivas de cana-de-aglicar ndo se
observou variagao no numero de unidades
formadoras de colonias por grama de matéria
verde. Para as que receberam GNE e GE
houve decréscimo a medida que se aumen-
tou o percentual do referido aditivo e o
armazenamento das respectivas silagens.
Ficou evidenciado que a gliricidia pode ser
utilizada como controladora de bactérias

degradadoras de proteinas, as chamadas
comumente de proteoliticas, ao observar os
valores encontrados para os coeficientes
referentes as interagdes CA?, GA?e CGA,
-6,75x107,-7,30x10°e-2,59x 10, respec-
tivamente, para ambos os teores de MS da
gliricidia.

Nas silagens com adicdo de 75% de GNE
se observou as menores populagdes de
bactérias totais tanto nos primeiros dias
quanto nos ultimos dias apds a ensilagem
do material. Quando a gliricidia sofreu
emurchecimento, os resultados sugerem que
houve contaminacao do material ao entrar
em contato com o solo. O incremento foi
positivo e linear (p<0,01) e se deu em maior
destaque aos 120 dias apds a ensilagem.
Neste caso, os resultados sugerem que,
mesmo com o aumento da pressao osmotica,
do percentual de GE nas silagens e do tempo
de armazenamento, a populacdo de bacilos
ndao foi controlada pelos metabdlitos
secundarios da gliricidia e que provavel-
mente houve perdas de matéria seca e valor
nutritivo do material ensilado.

Percebe-se que a gliricidia influenciou
significativamente na microflora epifita das
silagens analisadas neste estudo, ja que a
mesma sintetiza fitoquimicos (fendis,
saponinas, xantonas, dentre outros) que
podem atuar como poderosos agentes
fungicidas e bactericidas (Ignatushchenko
etal.,1997).

A tabela III apresenta os coeficientes de
correlagdo de Pearson (r) para as varidveis
analisadas durante a armazenagem das 28
silagens de cana-de-acticar aditivadas com
gliricidia fresca ou emurchecida por seis
horas ao sol.

Observou-se correlacao linear e direta-
mente proporcional para leveduras e fungos
(r=0,52; p<0,01) e leveduras e bactérias
totais (r=0,67;p<0,01). Emrelacdo a fungos
e bacilos, observou-se correlagdo linear
inversamente proporcional (r=-0,49; p<0,01),
0o que sugere algum tipo de controle
populacional por parte dos fungos estabe-
lecidos nas silagens analisadas sobre a
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Tabela III. Coeficientes de correlagdo de
Pearson (r) da quantidade analisada da
microflora eplifita das silagens de cana-de-
agucar aditivadas ou ndo com gliricidia
fresca e emurchecida. (Pearson's correlation (r)
coefficients for quantitative epiphytic microflora
from the sugarcane silages added or not with
fresh or wilted gliricidia).

Componentes Leveduras Fungos Bacilos
Fungos 0,52**

Bacilos -0,31"  -0,49**
Bactérias totais 0,67** 0,73** -0,38*

"sp>0,1); *p<0,05); **p<0,01.

populacdo de bacilos. Para a correlagdo li-
near entre bactérias totais e bacilos
observou-se a mesma tendéncia (r=-0,38;
p<0,05). Isto sugere que a acidificagdo dos
substratos causada por determinados
géneros incluidos no grupo das bactérias
totais (hetero e ou homofermentativas) pode
ter exercido efeito controlador sobre os
bacilos.

SIMILARIDADE MICROBIOLOGICA

A avaliacdo dasimilaridade microbiana
das 28 silagens em estudo baseou-se nos
dois primeiros componentes principais que
explicaram 83,1% da variagao total.

Com base no principio de que a impor-
tancia relativa dos componentes principais
(Jolliffe, 1986) decresce do primeiro para o
ultimo, tem-se que os ltimos componentes
sdo responsaveis pela explicagdo de uma

fracdo minima da variancia total disponivel
(Cruze Regazzi, 1997). E possivel verificar
na tabela I'V que os bacilos (0,98) foram a
variavel que apresentou maior coeficiente
de ponderagao (elemento do autovetor), em
valor absoluto, nos componentes de menor
autovalor (menor propor¢do de variacdo
explicada), sendo assim, considerada de
menor importancia para explicar a varia-
bilidade microbiologica das silagens de
cana-de-agucar relacionadas as fermen-
tacdes primaria (desejavel) e secundaria
(indesejavel).

A dispersdo dos escores referentes a
posicao de cada tratamento (24 silagens de
cana-de-actcar aditivadas com GNE ou GE
mais as quatro silagens sem aditivo), em
relacdo a sua ortogonalidade cartesiana,
pode ser observada apds a classificagdo
final, onde os tratamentos 7, 8,10, 11,12, 14,
18,21,25e26 eostratamentos 4, 15,16, 19,
20,22,23,24,27 e 28 compuseram, respec-
tivamente, os grupos Y1 e Y2, devido a
menor dispersdo dos escores nos dois
primeiros componentes principais, tendo
sido considerados dentro de cada grupo,
como os mais similares.

A tabela V apresenta os valores médios,
relativos as varidveis leveduras, fungos,
bacilos e bactérias totais para os dois
primeiros grupos de tratamentos. A mesma
explica-em termos de média aritmética-, que
praticamente a populacdo de bacilos
manteve-se a mesma nos dois primeiros
grupos, ou seja, os respectivos tratamentos
apresentaram populagdes de bacilos

Tabela 1V. Componentes principais da andlise de variaveis relacionadas as 28 silagens
estudadas em relagdo a microflora epifita. (Principal components from the analysis of variables
in relation to epiphytic microflora in the 28 silages studied).

Autovetores
CP, Variancia (autovalor) EVT (%) VA (%) Leveduras Fungos Bacilos Bactérias totais
Y1 2,57 64,23 64,23 0,31 0,34 -0,25 0,35
Y2 0,75 18,86 83,09 0,51 -0,07 0,98 0,32

CP,= componentes principais; EVT= explicagéo da variancia total; VA= variéncia acumulada.
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Tabela V. Valores médios das variaveis
analisadas de silagens selecionadas com
baixo grau de divergéncia microbioldgica
nas silagens dos grupos 1 e 2. (Average values
for the analyzed variables from selected silages
with lower microbiological divergence degree in
the groups 1 and 2).

Variavel Grupos de tratamentos
(log UFC/g MV) G1 G2
Leveduras 4,54 3,28
Fungos 4,00 1,02
Bacilos 2,44 2,71
Bactérias totais 8,26 6,98

semelhantes corroborando a hipotese de
que foram controlados pelos outros
microrganismos durante a fase anaerobica.

OTIMIZAQAO EXPERIMENTAL

De acordo com Bruns et al. (2007) ¢
através de um planejamento experimental
que se obtém com custo e tempo minimos, as
informag¢des que se desejam a respeito do
efeito das proporg¢des de cada componente
presente na mistura sobre as caracteristicas
do produto final resultante desta mistura.
Além disto, conhece-se o erro experimental
associado a informac¢do de que se dispoe,
podendo-se estabelecer o grau de confianca
damesma.

Heinsman e Montgomery (1995), tratan-
do da otimizagao de produtos usando expe-
rimentos com misturas (EM) argumentam
sobre a relevancia de tais projetos. Estes
autores ao citarem que o desenvolvimento
de férmulas para diversos produtos ¢ tradi-
cionalmente feito por tentativas e erros,
tendo-se que sempre variar as proporgdes
de um dos ingredientes por vez. Isto pode
consumir muito tempo e ndo permite uma
compreensdo das interagdes que possam
existir entre os diversos ingredientes.

Com base nesta técnica, definiu-se as
quatro melhores misturas (tabela VI),
permitindo assim, a continuidade das
analises com maior economia e menor tempo.

Os intervalos definidos para o ponto 6timo
paracadauma das variaveis analisadas pelo
pacote estatistico utilizado foram retirados
de diversos trabalhos constantes na litera-
tura cientifica.

A tabela VI mostra as quatro silagens
que apresentaram valores o6timos dentro
dos intervalos fixados a priori (para os
componentes cana e gliricidia); e a poste-
riori (para os fatores emurchecimento e
armazenamento; e variaveis analisadas) de
acordo com o indice de desejabilidade
(Derringer e Suich, 1980). Pode-se observar
que houve predominancia média de 75% de
cana-de-acticar +25% de gliricidia.

O aditivo vegetal pré-secado por seis
horas ao sol, apresentou-se como sendo a
melhor alternativa para a confeccdo das
respectivas silagens, porém, observou-se a
presenca de bacilos no material emur-
checido. Este tipo de contaminagao aconte-
cenormalmente quando o substrato utiliza-
do para a pré-secagem da forragem contém
uma quantidade de matéria organicaricaem
htimus ou serrapilheira, ou que foram ante-
riormente utilizadas para pastejo.

De um intervalo pré-fixado de 15 a 120
dias de armazenamento, houve predomi-
nancia média para as quatro primeiras
silagens com periodos proximos de 110 dias.
Respectivamente, as mesmas misturas
(silagens) apresentaram indices de deseja-
bilidade iguais a 1,0.

CabralJr. et al. (2007) citam que 103 UFC/
g MV de bactérias totais pode ser conside-
rado um valor ideal para tal otimizagao. Se-
gundo estes autores, tal sugestdo baseou-
se no fato de que, na maioria dos trabalhos
envolvendo adi¢do de inoculantes micro-
bianos em silagens de cana-de-agucar, so-
mente em relacdo ao nimero de bactérias
produtoras de acido latico e ou acido acéti-
co -excluindo-se outras espécies homo e
heterofermentativas-, a quantidade normal-
mente encontrada ¢ de 10°UFC/gMV, 0 que
sugere que ndo estd sendo considerada a
microflora original das forragens envolvidas
naensilagem nem a provavel contaminagao
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Tabela VI. Otimizagdo para as quatro silagens com valores microbiologicos otimos em
relagdo ao percentual de cana-de-acuicar, gliricidia e emurchecimento. (Optimization to the four
silages with optimal microbiological values in relation to percentage of sugarcane, gliricidia, and wilting).

Componentes (%) Intervalo' Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3 Mistura 4
Valor 6timo?  Valor 6timo?  Valor 6timo?  Valor 6timo?
Cana-de-agucar 25,0-100,0 63,39 60,34 79,17 74,0
Gliricidia 0,0-75,0 36,61 39,66 20,83 26,0
Fatores
Emurchecimento (horas) 0-6 6 6 6 6
Armazenamento (dias) 15-120 93 118 97 114
Variaveis
Leveduras (UFC/g MV) <10° 104 104 108 108
Fungos (UFC/g MV) <10° 108 108 102 102
Bacilos (UFC/g MV) <10° 102 102 108 10°
Bact. totais (UFC/g MV) <10% 108 108 107 107
indice de otimizag&o 0,0-1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

"Walores intervalares definidos a priori na base de procedimentos do programa estatistico adotado.
2Melhor valor encontrado para a respectiva variavel. ®Intervalos definidos segundo literatura atual.
*Numero de bactérias sugerido por Cabral Jr. et al. (2007).

por maquinas colheitadeiras e picadoras, e
ou o substrato no qual as plantas sdo emur-
checidas.

Desta forma, a técnica de otimizagao de
misturas foi aplicada com sucesso, e analises
posteriores, consideradas de maior impor-
tancia e de custos mais elevados -como as
referentes a identificacdo das espécies
epifitas mais patogénicas (Clostridium
botulinum, Bacillus sp. Listeria monocy-
togenes, Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme, Penicillum ssp. Hansenula
ssp. e Candida ssp.), das de maior beneficio
(Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
buchneri) e dos bioensaios utilizando-se
extratos em diferentes niveis do aditivo
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