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ABSTRACT

Different additives evaluation can contribute for improving
quality and yield of silage production. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the effects of adding alkalis
or urea on fractionation losses due to fermentation and on
aerobic stability of sugarcane silage. The experimental design
was completely randomized with 13 treatments (6x2) +1: 6
additives (1 or 2 %) plus a control group, and four repetitions
per treatment. Data were analyzed by polynomial regression
analysis using GLM procedure. The tested additives were
sodium hydroxide (NaOH), limestone (CaCO,), urea
(CO(NH,),), sodium bicarbonate (NaHCO,), quicklime
(CaO) and hydrated lime (Ca(OH),). The material was ensiled
in 52 laboratory silos (plastic buckets; 12 L capacity) and silos
were opened 60 d after ensilage. Losses were calculated as the
difference among weights at the filling and at the opening
of the silos, multiplied by their dry matter (DM) content.
Fraction losses were obtained by multiplying initial and final
DM amounts by their contents of components. The inclusion
of all additives in both concentrations diminished DM loss
between 27 to 40 %, as compared to control group. Soluble
carbohydrates loss was decreased between 7 to 62 % by NaOH,
NaHCO, and CaCO, addition, as compared to control group.
Sodium bicarbonate, CaO and Ca(OH), inclusion reduced
neutral detergent fiber (NDF) loss between 20.5 to 51 % and
diminished acid detergent fiber (ADF) between 39 to 58 %,
as compared to control group. The use of NaOH, CaO and
Ca(OH), improved aerobic stability of silages.
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RESUMEN

La evaluacién de distintos aditivos puede contribuir a mejo-
rar la calidad y el rendimiento de la produccién de ensilado.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar los efec-
tos al afadir alcalinizantes o urea en las pérdidas de fraccio-
namiento por fermentacién y en la estabilidad aerdbica del
ensilado de cana de aziicar. El disefio experimental fue com-
pletamente aleatorio con 13 tratamientos (6x2) +1: 6 aditivos
(1 0 2 %) y un grupo testigo, con cuatro repeticiones por tra-
tamiento. Los datos se analizaron con un andlisis de regresién
no lineal utilizando el procedimiento GLM. Los aditivos a
prueba fueron hidréxido de sodio (NaOH), caliza (CaCO,),
urea (CO(NH,),), bicarbonato de sodio (NaHCO,), cal viva
(6xido de calcio, CaO) y cal hidratada (Ca(OH),). El mate-
rial se ensilé en 52 silos de laboratorio (cubetas de pldsticos
capacidad de 12 L) y los silos se abrieron 60 d después del
ensilado. Las pérdidas de fracciones se calcularon como la di-
ferencia en el peso al llenado y al abrir los silos, multiplicada
por su contenido de materia seca (MS). La pérdida de fraccio-
nes se obtuvo al multiplicar las cantidades inicial y final de
MS por los contenidos de componentes. La adicién de todos
los aditivos en ambas concentraciones disminuyé la pérdida
de MS entre 27 a 40 %, en comparacién con el grupo testigo.
La pérdida de carbohidratos solubles fue reducida entre 7 a
62 % al agregar NaOH, NaHCO, y CaCO, respecto al grupo
testigo. La incorporacién de NaHCO,, CaCO y Ca(OH), re-
dujo la pérdida de fibra detergente neutra (FND) entre 20.5 a
51 % y disminuyd la pérdida de fibra detergente dcido (FDA)

entre 39 a 58 % en comparacién con el grupo testigo.

Palabras clave: aditivo, estabilidad acrébica, forraje conservado,

ensilado, Saccharum officinarum.
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INTRODUCTION

replace roughage as a feed source for livestock

during the dry season and it is increasing in
Brazil due to the high yield and energy per area.
Although it is an excellent alternative to decrease
operational work, the process of sugarcane ensiling
produces alcoholic fermentation, leading to large
losses of DM and nutritive value (Cavalli et al,
2010; Pedroso er al., 2011). Ensiled sugarcane has
high concentrations of ethanol, due to its soluble
carbohydrates content and yeast populations, which
convert sugars to ethanol, CO, and water, decreasing
the content of soluble carbohydrates and increasing
the components of cell wall and DM losses, which
impair silage quality (Pedroso e al., 2005).

Untreated sugarcane silage has 7.8 to 17.5 %
ethanol, which causes up to 29 % DM silage losses
(Siqueira et al., 2007). Bacterial inoculants, sodium
hydroxide or soybean crop residue were added to
sugarcane silage; soybean crop residue improved
nutritional quality and reduced DM losses and
ethanol production of silages, whereas sodium
hydroxide decreased ethanol production, but did not
affect nutritional quality neither DM losses (Freitas
et al., 20006).

According to Siqueira ez al. (2007), the association
of Lactobacillus buchneri with sodium hydroxide
reduced losses by gases and effluents and increased the
DM recovery. Balieiro Neto ez al. (2007) applied 0.5,
1 and 2 % of quicklime during ensiling and observed
positive correlation with in vitro DM digestibility
(IVDMD) and improved non-fiber carbohydrate
preservation after silo opening by using 1 and 2 %
of quicklime.

The use of alkalizing agents in the preservation
process has positive effects (Balieiro Neto er al,
2007; Amaral et al., 2009; Borgatti ez al., 2012).
In untreated silages, the fraction lost is primarily
soluble carbohydrates (Mc Donald ez al, 1991),
but in alkalis-treated silages, solubilization of fiber
components produce sugars, which can be converted
to volatile compounds (Pedroso ez al., 2007, Borgatti
et al., 2012). However, this information is not well
documented in the literature reviewed, especially for
sugarcane silage. Therefore, the aim of this study was
to fractionate DM losses during the fermentation
process of sugarcane ensiled with different alkalis

f ; ugarcane (Saccharum officinarum L.) is used to
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INTRODUCCION

usa como fuente de alimento para el ganado

para reemplazar la fibra alimenticia durante la
temporada de sequia y estd aumentando en Brasil de-
bido al alto rendimiento y energia por drea. Aunque
es una excelente alternativa para disminuir el trabajo
operativo, el proceso del ensilaje de cafa de azticar
produce fermentacién alcohdlica, y causa grandes
pérdidas de MS y de valor nutricional (Cavalli ez 4/,
2010; Pedroso et al., 2011). La cafa de aztdcar ensila-
da tiene concentraciones altas de etanol, debido a su
contenido de carbohidratos solubles y poblaciones de
levadura, que convierten los azticares en etanol, CO,
y agua, disminuyendo el contenido de carbohidratos
solubles y aumentando las pérdidas de los compo-
nentes de la pared celular y de la MS, lo cual perjudi-
ca la calidad del ensilado (Pedroso ez a/., 2005).

El ensilado de cana de aziicar no tratado tiene 7.8
a 17.5 % de etanol, lo cual causa hasta 29 % de pér-
didas de ensilado de MS (Siqueira ez a/., 2007). Ino-
culantes bacterianos, hidréxido de sodio y residuos
del cultivo de soya se anadieron al ensilado de cana de
azucar; los residuos del cultivo de soya mejoraron la
calidad nutrimental y redujeron las pérdidas de MS
y la produccién de etanol de los ensilados, mientras
que el hidréxido de sodio disminuyé la produccién
de etanol, pero no afecté la calidad nutrimental ni las
pérdidas de MS (Freitas ez al., 2000).

Segin Siqueira ez al. (2007), la asociacién de Lac-
tobacillus buchneri con hidréxido de sodio redujo las
pérdidas por gases y efluentes, y aumenté la recupera-
cién de MS. Balieiro Neto ez al. (2007) aplicaron 0.5,
1y 2 % de cal viva durante el ensilaje y observaron
una correlacién positiva con la degradabilidad de la
MS in vitro (DIVMS), asi como una mejor preserva-
cién de carbohidratos no fibrosos después de abrir los
silos al usar 1y 2 % de cal viva.

El uso de agentes alcalinizantes en el proceso de
preservacion tiene efectos positivos (Balieiro Neto ez
al., 2007; Amaral ez al., 2009; Borgatti ez al., 2012).
En ensilados no tratados, la fraccién perdida es prin-
cipalmente de carbohidratos solubles (Mc Donald ez
al., 1991), pero en los ensilados tratados con alcali-
nizantes, la solubilizacién de componentes de fibra
produce aztcares, que pueden convertirse en com-
puestos volatiles (Pedroso ez al., 2007, Borgatti et al.,
2012). Sin embargo, esta informacién no estd bien

l a cafia de aztcar (Saccharum officinarum L.) se
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or urea, as well as to evaluate the aerobic stability of
these silages.

MATERIALS AND METHODS
Experimental protocol

The trial was carried out at the Department of Animal
Nutrition and Production, Veterinary Medicine and Animal
Science Faculty, University of Sao Paulo (USP; Pirassununga
Campus), in September 2007. Sugarcane (34.97 % DM) was
chopped (0.95 cm average) when ensiled (Chopper Nogueira,
model EM-9F3B). The evaluation of mean theoretical particle
size was performed according to the sieves methodology Penn
State Particle Size Separator (Lammers ¢ al., 1996).

The experimental design was completely randomized with a
factorial arrangement of treatments (6x2) +1: sodium hydroxide
(NaOH), limestone (CaCO,), urea (CO(NH,),), sodium
bicarbonate (NaHCO,), quicklime (CaO) and hydrated lime
(Ca(OH),), in two concentrations (1 or 2 % of fresh matter),
plus a control group (0 % additive). The additives were applied
and mixed with chopped sugarcane and homogenized.

There were 52 experimental silos in plastic buckets (252 mm
high 245 mm, 12 L capacity) (four replicates per treatment).
Then, silages (sugarcanes plus additives) were placed inside each
silo and compacted to a density of 500 kg sugarcane m~2. Silos
were sealed with lids, weighed and vertically stored in a covered
area at room temperature and opened after 60 d of storage. At
opening, silos were weighed to determine DM losses during
fermentation as the difference between weights at filling and at
opening of silos, multiplied by the DM contents. Losses were
transformed in percentage of initial silage; losses of different
fractions were obtained by multiplying initial and final DM by

the contents of each component.
Nutrient content analysis

Laboratory analyzes were carried out at the Laboratory of
Animal Nutrition and Production, Veterinary Medicine and
Animal Science Faculty, USP. Silos were opened, homogenized
and a sample was taken to analyze: DM (at 55 and 105 °C in
a forced-air circulation oven) and crude protein (CP) (AOAC,
1990); neutral (NDF) and acid detergent fiber (ADF) and lignin,
according to Van Soest ¢z al. (1991); soluble carbohydrates (SC)
according to Johnson ez al. (1996); insoluble N in acid detergent
(INAD), according to Van Soest and Robertson (1985). Other
sample was frozen for counter-proof and another was placed in

hydraulic press for silage juice extraction.

documentada en la literatura revisada, en especial
para el ensilado de cafa de azdcar. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue fraccionar las pérdidas de
MS durante el proceso de fermentacién del ensilado
de cana de azdcar con distintos alcalinizantes o urea,
asf como evaluar la estabilidad aerdbica de estos en-
silados.

MATERIALES Y METODOS
Protocolo experimental

El estudio se realizé en el Departamento de Nutricién y Pro-
duccién Animal, en la Facultad de Medicina Veterinaria y Ciencia
Animal, Universidad de Sio Paulo (USP; Campus Pirassununga),
en septiembre de 2007. La cana de aztcar (MS 34.97 %) se picé
(0.95 cm promedio) para realizar el ensilaje (Tajadera Nogueira,
modelo EM-9F3B). La evaluacién de la media tedrica del tama-
fio de la particula se hizo de acuerdo con la metodologia de tamiz
de Penn State Particle Size Separator (Lammers ez al., 1996).

El disefio experimental fue completamente aleatorio con un
arreglo factorial de tratamientos (6x2) +1: hidréxido de sodio
(NaOH), caliza (CaCO,), urea (CO(NH,),), bicarbonato de so-
dio (NaHCO,), cal viva (éxido de calcio, CaO) y cal hidratada
(Ca(OH),), en dos concentraciones (1 o 2 % de materia fresca),
y un grupo testigo (0 % aditivo). Los aditivos se aplicaron y se
mezclaron con cana de azticar picada y homogenizada. Hubo 52
silos experimentales en cubetas de pldstico (252 mm de alto
245 mm, capacidad de 12 L) (cuatro réplicas por tratamiento).
Los ensilados (cafa de aziicar mds aditivos) se colocaron dentro
de cada silo y se compactaron hasta llegar a una densidad de
500 kg cana de aztcar m?. Los silos se sellaron con tapas, se
pesaron y se almacenaron verticalmente en un drea cubierta a
temperatura ambiente; después de 60 d se abrieron. Al abrir, los
silos se pesaron para determinar las pérdidas de MS durante la
fermentacién como la diferencia entre los pesos al llenado y al
abrir los silos, multiplicado por los contenidos de MS. Las pérdi-
das se transformaron en porcentaje de ensilado inicial; las pérdi-
das de las fracciones se obtuvieron al multiplicar la MS inicial y

final por los contenidos de cada componente.
Andlisis del contenido de nutrientes

Los anilisis de laboratorio se realizaron en el Laboratorio
de Nutricién y Produccién Animal, en la Facultad de Medici-
na Veterinaria y Ciencia Animal, USP. Los silos se abrieron, se
homogenizaron y se tomé una muestra para analizar: MS (a 55

y 105 °C en un horno de circulacién de aire forzada) y proteina
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Aerobic stability

To determine aerobic stability of silage, 2.0 kg samples of
fresh mass were taken from each bucket, placed in Styrofoam
boxes (12 L capacity) and stored in a controlled temperature
(25 °C) room. Silage temperatures were monitored each hour for
7 d, using the Monitoring and Acquiring Data System (SIMAD),
with 12 temperature sensors, 2 data acquiring modules, 1
net converter and 1 software for monitoring, acquiring and
controlling environmental variables (MACVA version 1.2 from
AUTSENS-Industry and Trade Electronic Devices). Maximum
temperatures (°C), time to reach the maximum temperature (h)
and time to raise the temperature in 2 °C (h) were recorded.
Aerobic stability was calculated as the temperature rise rate
(°C/h), dividing the maximum temperature by the time to reach

it (Ruppel et 4., 1995).
Statistical analysis

Normality of residues was verified by Shapiro-Wilk test
(UNIVARIATE procedure) and ANOVA was carried out using
GLM procedure. In the presence of interaction, effects of doses
were separated by polynomial regression analysis, decomposing
the effect in linear and linearity deviation. Effect of additive
inside doses was separated by Duncan test (p=<0.05). SAS (2001)
was used for all statistical analysis.

The Relative Biological Efficiency (EBR) of each additive in
decreasing silage losses calculated by slope ratio (Ammerman ez
al., 1995), in which the regression curve slope of the response
variable for additive levels (0, 1.0 or 2.0 %) was divided by the
regression coefficient (slope) of the standard additive (NaOH)
with a 100 % EBR. The slope ratio would be used to compare
the angular coefficients two by two as to generate the comparison
between the EBR of the additives; however, most responses were
non-linear and this method was not used.. Therefore, polynomial

regression analysis was performed (p=<0.05).
RESULTS AND DISCUSSION

There was a non-linear reduction of DM losses,
although urea caused a linear reduction (Table 1).
Freitas e al. (2006) report that NaOH did not reduce
DM losses of sugarcane silage; however, in our study,
the lowest DM losses were due to this additive. The
addition of 1% NaOH to sugarcane silage decreased
gas losses (6.2 %) compared to no additive (13.2 %)
(Siqueira ez al., 2007) and, according to Amaral ez
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cruda (PC) (AOAC, 1990); fibra detergente neutral (FDN) y
4cida (FDA) y lignina, basado en Van Soest ¢t al. (1991); carbo-
hidratos solubles en agua (CSA) basado en Johnson ez al. (1996);
N insoluble en detergente dcido (NIAD), basado en Van Soest y
Robertson (1985). Otra muestra se congelé como contra prueba
y otra se colocd en una prensa hidrdulica para la extraccién de

jugo de ensilado.
Estabilidad aerdbica

Para determinar la estabilidad aerdbica del ensilado, se toma-
ron muestras de 2.0 kg de masa fresca de cada cubeta, se coloca-
ron en cajas de poliestireno extruido (capacidad de 12 L) y se al-
macenaron en un cuarto con temperatura controlada (25 °C). Las
temperaturas de los ensilados se monitorearon cada hora durante
7 d, utilizando el Sistema de Monitoreo y Adquisicién de Datos
(SIMAD), con 12 sensores de temperatura, 2 médulos de adqui-
sicién de datos, 1 convertidor de red y 1 software para monito-
rear, adquirir y controlar variables ambientales (MACVA versién
1.2 de AUTSENS - Industry and Trade Electronic Devices). Las
temperaturas maximas (°C), el tiempo para alcanzar la tempera-
tura mdxima (h) y el tiempo para elevar la temperatura en 2 °C
(h) se registraron. La estabilidad aerdbica se calculé como la tasa
de aumento de temperatura (°C/h), la cual divide la temperatura

méxima entre el tiempo para alcanzarla (Ruppel ez al., 1995).
Andlisis estadistico

La normalidad de los residuos se verificé con la prueba
Shapiro-Wilk (procedimiento UNIVARIADO) y se realizé una
ANOVA usando el procedimiento GLM. En presencia de la in-
teraccion, los efectos de las dosis se separaron con un andlisis de
regresién no lineal, descomponiendo el efecto en la desviacién
lineal y en la linealidad. El efecto de las dosis aditivas internas se
separé con la prueba Duncan (p=<0.05). Para todos los andlisis
estadisticos, se utilizd SAS (2001).

La Eficiencia Biolégica Relativa (EBR) de cada aditivo para
reducir las pérdidas de ensilado se calculé con una tasa de pen-
diente (Ammerman ez a/., 1995), donde la pendiente de la curva
de regresion de la variable de respuesta para los niveles de aditivos
(0, 1.0 0 2.0 %) se dividié por el coeficiente de regresién (pen-
diente) del aditivo estindar (NaOH) con una EBR de 100 %.
La tasa de pendiente se usarfa para comparar los coeficientes an-
gulares de dos en dos, para generar la comparacién entre la EBR
de los aditivos; sin embargo, la mayoria de las respuestas fueron
no lineales y este método no se utilizé. Por lo tanto, se realizé un

andlisis de regresién no lineal (p=0.05).
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Table 1. Dry matter and different fractions losses obtained with the treatments.
Cuadro 1. Materia seca y pérdidas de fracciones diferentes obtenidas con los tratamientos.

Doses (%)

Probability

Additive 0 1 2

SEM?

Linear Dev. Equation R?

Dry matter (%)

Sodium hydroxide 33.1 18.7¢ 12.4¢ 2.7 0.0001 0.0121 Y=33.1-18.5x+4.07x> 0.96
Limestone 33.1 19.4c 20.3b 1.9 0.0001 0.0001 Y=33.1-21.1x+7.33x> 0.97
Urea 33.1 23.8a 20.7b 1.7 0.0001 0.0655 Y=32.1-6.22x 0.80
Sodium bicarbonate ~ 33.1 20.5bc 24.6a 1.7 0.0001 0.0001 Y=33.1-21.0x+8.38x> 0.92
Quicklime 33.1 20.7abc 23.5a 1.6 0.0001 0.0001 Y=33.1-19.6x+7.58x> 0.97
Hydrated lime 33.1 22.8ab 25.7a 1.4 0.0001 0.0001 Y=33.1-16.9x+6.57x* 0.92
SEMS - 0.52 0.95 - - - - -
Probability - 0.0134 0.0001 - - - - -
Crude protein (%)
Sodium hydroxide 11.2 17.5 9.8ab 2.0 0.7727 0.1153 : -
Limestone 11.2 11.4 11.9ab 1.3 0.8521 0.9532 - -
Urea 11.2 14.4 3.4b 2.7 0.2370 0.2182 - -
Sodium bicarbonate 11.2 14.3 15.2ab 1.5 0.3061 0.7459 - -
Quicklime 11.2 6.9 14.9ab 1.6 0.3175 0.0734 - -
Hydrated lime 11.2 18.5 20.2a 2.5 0.1665 0.6103 - -
SEM! - 2.46 4.84 - - - - -
Probability - 0.0001 0.0001 - - - - -
Water soluble carbohydrates (%)
Sodium hydroxide 80.0 43.0d 17.0e 7.9 0.0001 0.1192 Y=78.2-31.5x 0.96
Limestone 80.0 68.8bc 73.6bc 1.8 0.0621 0.0140 Y=80.0-19.3x+8.03x> 0.60
Urea 80.0 74.3ab 72.5¢ 1.6 0.0542 0.5106 - -
Sodium bicarbonate 80.0 62.8¢ 60.6d 3.2 0.0042 0.1240 Y=77.5-9.37x 0.55
Quicklime 80.0 78.1a 87.1a 1.6 0.0417 0.0635 Y=78.2+3.53x 0.29
Hydrated lime 80.0 69.7b 79.4b 1.8 0.8322 0.0031 Y=80.0-20.4x+10.0x? 0.64
SEM? - 2.46 4.84 - - - - -
Probability - 0.0001 0.0001 - - - - -
Hemicellulose (%)
Sodium hydroxide 14.2 20.7a 40.5a 4.1 0.0022 0.2089 Y=11.3+13.5x 0.68
Limestone 14.2 12.7ab 16.1bc 1.9 0.7230 0.5835 - -
Urea 14.2 8.5b 8.1c 1.9 0.2343 0.5243 - -
Sodium bicarbonate 14.2 4.3b 8.4c 1.5 0.0446 0.0097 Y=14.2-16.7x+6.89x> 0.66
Quicklime 14.2 5.6b 18.3b 2.0 0.2043 0.0026 Y=14.2-19.2x+10.7x> 0.73
Hydrated lime 14.2 14.0ab 20.4b 1.4 0.0744 0.2235 - -
SEMS - 1.62 2.47 - - - - -
Probability - 0.0175 0.0001 - - - - -

"Linear: probability for linear effect; Deviation: probability for linearity deviation effect. Different letters in a column indicate statistical
differences (p=0.05). *SEM: standard error of the mean + Lineal: probabilidad del efecto lineal; Desviacién: probabilidad del efecto
de desviacion de linealidad. Distintas letras en una columna indican diferencias estadisticas (p=<0.05). *SEM: error estdndar de la media.

al. (2009), gas losses were lower for silages with 1
% of quicklime or limestone (13.5 % lower for
limestone, as compared to 0 % additive). Santos ez 4.
(2008) report lower gas losses in silages with 1 % of
quicklime, as compared to values in our experiment;
however, results were similar for control silage
(32.1 %) and silage with 1 % limestone (17.2 %).
The main reason for DM losses in sugarcane silage

RESULTADOS Y DISCUSION

Hubo una reduccién no lineal de las pérdidas
de MS, aunque la urea causé una reduccién lineal
(Cuadro 1). Freitas ez al. (2006) reportan que NaOH
no redujo las pérdidas de MS de ensilado de cafia de
azlcar, pero, en nuestro estudio las pérdidas menores
de MS se debieron a este aditivo. La adicién de 1 %

OLIVEIRA- BORGATTI ¢t al. 415
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is the biochemical reaction of ethanol production,
when DM is catalyzed during yeast fermentation
since each glucose molecule fermented releases two
molecules of ethanol, two of carbon dioxide and two
of water (Rodrigues ez al., 2005).

Treatments did not change CP losses (Table 1),
which may be due to the fact that sugarcane contains
only 3 % CP.

Water soluble carbohydrates (WSC) losses were
linearly reduced by NaOH and NaHCO,, but
this reduction was non linear when using CaCO,
and Ca(OH), (Table 1). Probably, these additives
inhibit bacteria growth that uses the sugar present
in sugarcane in order to grow. The addition of CaO
linearly increased the losses of WSC, but the addition
of urea did not change these losses (Table 1).

Urea addition to Tanzania grass silage reduced gas
losses at 30 d after ensiling, but there was no effect for
60 d (Oliveira ez al., 2009) and, in our experiment,
with the 60 day-storage period because urea did not
change losses of the DM fractions when compared
with control. Schmidt ez 2/ (2007) added urea to
sugarcane silage and did not observe any effect on
soluble carbohydrates content, which may be due to
the fact that the carbohydrates in silages with urea
were metabolized into more stable products than
ethanol, such as other alcohols and aldehydes, not
considered in DM losses. The reduction in WSC
content is unavoidable during fermentation of silages
because they are the substrates for organic acids
production, which preserves the silage. Treatment
with alkalis agents suggest an inhibitor effect on
yeast growth, as treated silages had higher soluble
carbohydrates concentration, indicating lower losses
of this component, with the exception of quicklime.

In our experiment, sodium hydroxide linearly
increased hemicellulose losses, whereas sodium
bicarbonate reduced these losses in a curvilinear way
(Table 1).

Linearity deviation was observed when quicklime
was evaluated and the lowest hemicellulose losses
were observed with 1% addition. There was no effect
of limestone, urea or hydrated lime on this fraction
(Table 1). Hemicellulose losses were calculated as the
difference between the initial percentage and that
found when the silo was opened; this result could be
explained by the partial solubilization and utilization
of this fraction by the microorganisms. McDonald ez
al. (1991) point out that the amount of organic acids
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de NaOH al ensilado de cana de azdcar disminuyé
las pérdidas de gas (6.2 %), comparado con el tes-
tigo sin aditivo (13.2 %) (Siqueira ez al., 2007), y
segun Amaral ez al. (2009) las pérdidas de gas fue-
ron menores para los ensilados con 1 % de cal viva o
caliza (13.5 % menores para caliza, comparado con
0 % aditivo). Santos ez al. (2008) reportaron meno-
res pérdidas de gas en ensilados con 1 % de cal viva,
comparado con los valores en nuestro experimento;
sin embargo, los resultados fueron similares para el
ensilado testigo (32.1 %) y para el ensilado con 1 %
caliza (17.2 %). La razén principal para las pérdidas
de MS en ensilado de cafa de azdcar es la reaccién
bioquimica de la produccién de etanol, cuando la
MS se cataliza durante la fermentacién por levadura
ya que cada molécula de glucosa fermentada libera
dos moléculas de etanol, dos de diéxido de carbono y
dos de agua (Rodrigues ez al., 2005).

Los tratamientos no cambiaron las pérdidas de
PC (Cuadro 1), lo cual puede deberse al hecho de
que la cana de aziicar contiene solamente 3 % PC.

Las pérdidas de carbohidratos solubles en agua
(CSA) se redujeron linealmente con NaOH y NaH-
COa, pero esta reduccién fue no lineal al usar CaCO3
o Ca(OH), (Cuadro 1). Es probable que estos adi-
tivos inhiban el crecimiento de bacterias que usan
el azdcar presente en la cafa de aziicar para crecer.
La adicién lineal de CaO aumenté las pérdidas de
CSA, pero la adicién de urea no cambié estas pérdi-
das (Cuadro 1).

La adicién de urea al ensilado de pasto de Tan-
zania redujo las pérdidas de gas a los 30 d después
del ensilaje, pero no hubo efecto a los 60 d (Oliveira
et al., 2009) y, en nuestro experimento, asi fue con
el almacenaje de 60 d porque la urea no cambié las
pérdidas de las fracciones de MS comparado con el
testigo. Schmidt ez a/. (2007) anadieron urea al en-
silado de cana de azicar y no observaron efectos en
el contenido de carbohidratos solubles, lo cual puede
deberse a que los carbohidratos en los ensilados con
urea se metabolizaron en productos mds estables que
el etanol, como pueden ser otros alcoholes y alde-
hidos, que no se consideran en las pérdidas de MS.
La reduccién en el contenido de CSA es inevitable
durante la fermentacién de ensilados porque son
sustratos para la produccién de dcidos orgdnicos, lo
cual conserva el ensilado. El tratamiento con agentes
alcalinizantes sugiere un efecto inhibidor sobre el cre-
cimiento de levaduras, ya que los ensilados tratados
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produced during silage fermentation is higher than
the possible amount to be produced from soluble
carbohydrates available in ensiled material; therefore,
an extra source of carbohydrates might exist. Probably,
hemicellulose is the main carbohydrate hydrolyzed
by hemicellulases from bacterial origin of the plant
or by the action of alkalis agents. Hemicellulose
seems to be the main additional source of substrate
for fermentation, which may occur up to 40 % of
this fraction utilization (Henderson, 1993), whereas
cellulose and lignin remain practically unchanged
during ensilage (Morrison, 1993).

Sodium hydroxide and quicklime reduced the
cellulose content in a curvilinear way, whereas hydrated
lime linearly reduced this fraction (Table 2).

Treatments did not change lignin losses (Table
2), lignin losses were numerically negative and a T
test was performed for means equal to zero. This
test indicated that the value of lignin losses was
not statistically different from zero. Therefore, the
negative value observed refers to a technique error
and should be considered null.

Regarding NDF losses, linearity deviation was
observed with the inclusion of sodium bicarbonate
or hydrated lime, and both additives reduced the
losses of this fraction when compared with control
silage. For ADF losses, linearity deviation was also
observed when using sodium hydroxide, limestone
or quicklime and there was a decrease, as compared
to control silage; besides, hydrated lime linearly
decreased ADF losses (Table 2). The ADF losses seem
to be mainly related to cellulose losses results, since
there was no effect of additives on lignin losses in
silages.

According to McDonald ez al. (1991), NDF losses
during ensilage can be relatively high and mainly
correspond to the solubilization of hemicellulose
fraction. Furthermore, using calcium oxide will
change cell wall components and reduce organic
soluble fractions disappearance in sugarcane silages
(Santos et al. (2008).

Aerobic stability results are presented in Table 3.
Sodium hydroxide caused a non-linear decrease of
maximum temperature, as well as a linear temperature
raise rate in 2 °C, indicating that this alkali improved
aerobic stability of sugarcane silage. Pedroso (2003)
used 0, 1, 2 and 3 % of NaOH, and found that
1 % increased environment temperature (to evaluate
aerobic stability) from 65 (control) to 120 h to reach
2°C.

tuvieron una mayor concentracién de carbohidratos
solubles, indicando pérdidas menores de este compo-
nente, con excepcion de la cal viva.

En nuestro experimento, el hidréxido de sodio
incrementé linealmente las pérdidas de hemicelulo-
sa, mientras que el bicarbonato de sodio redujo estas
pérdidas de manera curvilinea (Cuadro 1).

La desviacién de linealidad se observé cuando se
evalu la cal viva y las pérdidas mds bajas de hemice-
lulosa fueron con la adicién de 1 %. No hubo efecto
con caliza, urea o cal hidratada en esta fraccién (Cua-
dro 1). Las pérdidas de hemicelulosa se calcularon
como la diferencia entre el porcentaje inicial y el en-
contrado al abrir el silo; este resultado puede expli-
carse por la solubilizacién y utilizacién parcial de esta
fraccién por los microorganismos. McDonald ez al.
(1991) sefalan que la cantidad de 4cidos orgdnicos
producidos durante la fermentacién del ensilado es
mayor que la cantidad posible de producir con los
carbohidratos solubles disponibles en el material en-
silado; por lo tanto, puede existir una fuente extra de
carbohidratos. Es probable que la hemicelulosa sea el
carbohidrato principal hidrolizado por las hemicelu-
lasas de origen bacteriano de la planta o por la accién
de agentes alcalinizantes. La hemicelulosa parece ser
la fuente principal adicional de sustrato para fermen-
tacion, que puede ocurrir en hasta 40 % de la utili-
zacién de esta fraccién (Henderson, 1993), mientras
que la celulosa y la lignina permanecen pricticamen-
te sin cambios durante el ensilaje (Morrison, 1993).

El hidréxido de sodio y la cal viva redujeron el
contenido de celulosa de manera curvilinea, mientras
que la cal hidratada redujo esta fraccién linealmente
(Cuadro 2).

Los tratamientos no cambiaron las pérdidas de
lignina (Cuadro 2); las pérdidas de lignina fueron
numéricamente negativas y se realizé una prueba de
T para las medias igual a cero. Esta prueba indicé
que el valor de las pérdidas de lignina no fue esta-
disticamente diferente de cero. Por lo tanto, el valor
negativo observado se refiere a un error en la técnica
y debe considerarse como invalido.

Respecto a las pérdidas de FDN, la desviacién de
linealidad se observé con la inclusién de bicarbonato
de sodio o de cal hidratada, y ambos aditivos reduje-
ron las pérdidas de esta fraccién, comparados con el
ensilado testigo. Para las pérdidas de FDA, también
hubo desviacidn lineal al usar hidréxido de sodio, ca-
liza o cal viva, y hubo disminucién, comparado con el
ensilado testigo; ademds, la cal hidratada disminuy¢ las
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Table 2. Losses of different fractions obtained with treatments.
Cuadro 2. Pérdidas de distintas fracciones obtenidas con los tratamientos.

Doses (%) Probability”
Additive 0 1 2 SEMS Linear Dev. Equation R?
Cellulose (%)

Sodium hydroxide 19.6 8.0 9.8 1.9 0.0112 0.0335 Y=19.6-18.2x+6.66x*  0.64
Limestone 19.6 15.9 18.6 0.8 0.5955 0.0577 - -
Urea 19.6 14.6 13.1 1.4 0.0540 0.5170 - -
Sodium bicarbonate 19.6 10.5 11.7 1.9 0.0700 0.1598 - -
Quicklime 19.6 8.2 10.0 1.7 0.0031 0.0108 Y=19.6-17.9x+6.59x*>  0.74
Hydrated lime 19.6 14.4 11.9 1.4 0.0181 0.5845 Y=19.1-3.82x 0.47
SEM? - 1.12 1.02 - - - - -
Probability - 0.1417 0.1192 - - - - -

Lignin (%)
Sodium hydroxide 4.1 5.7 -10.5 4.5 0.2016 0.3562 - -
Limestone 4.1 4.0 4.9 2.3 0.8935 0.9226 - -
Urea 4.1 12.3 12.6 2.7 0.2180 0.4957 - -
Sodium bicarbonate 4.1 -8.3 0.1 3.5 0.6495 0.1941 - -
Quicklime 4.1 -12.1 -8.9 3.6 0.1384 0.1975 - -
Hydrated lime 4.1 -3.4 -5.2 4.3 0.4224 0.7685 - -
SEM? - 3.11 3.17 - - - - -
Probability ; 0.1477 01192 - - - ; ;

NDF (%)
Sodium hydroxide 16.1 12.0a 18.2a 1.3 0.4782 0.0543 - -
Limestone 16.1 13.6a 16.4ab 0.7 0.8724 0.0689 - -
Urea 16.1 12.3a 11.3¢ 1.1 0.0916 0.5113 - -
Sodium bicarbonate 16.1 6.5b 9.3¢ 1.6 0.0465 0.0309 Y=16.1-15.8x+6.21x*  0.59
Quicklime 16.1 5.3b 10.9¢ 1.4 0.0011 0.0001 Y=16.1-19.1x+8.24x* 0.93
Hydrated lime 16.1 12.5a 13.1bc 0.7 0.0479 0.0865 Y=15.2-1.42x 0.29
SEM? - 0.93 0.82 - - - - -
Probability - 0.0137 0.0020 - - - - -

ADF (%)
Sodium hydroxide 17.2 7.7bc 6.74c 1.6 0.0003 0.0258 Y=17.2-13.9x+4.32 x>  0.81
Limestone 172 14.0a 16.5a 0.6 0.6218 0.0355  Y=17.2-5.95x+2.81x*  0.41
Urea 172 14.2a 13.0ab 0.9 0.0724 0.6438 - -
Sodium bicarbonate 17.2 7.7bc 9.90bc 1.7 0.0552 0.0710 - -
Quicklime 17.2 5.1c 7.17c¢ 1.7 0.0001 0.0001 Y=17.2-19.1x+7.05 ¢  0.92
Hydrated lime 172 11.7ab 9.33bc 1.1 0.0001 0.1700 Y=16.7-3.94x 0.80
SEMS - 0.94 091 - - - - -
Probability - 0.0042 0.0027 - - - - -

Linear: probability for linear effect; Deviation: probability for linearity deviation effect. Different letters in a column indicate statistical
differences (p=0.05). *SEM: standard error of the mean + Lineal: probabilidad del efecto lineal; Desviacién: probabilidad del efecto
de desviacion de linealidad. Distintas letras en una columna indican diferencias estadisticas (p=<0.05). *SEM: error estdndar de la media.

In our study, stability was improved by increasing
NaOH from 0 to 2 %. In contrast, Siqueira ez al.
(2005) observed a reduction in stability, probably
due to solubilization of cell wall components and an
increment in carbohydrates availability, which would
improve development of microorganisms. But we
did not observe this response as the stability linearly
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pérdidas de FDA linealmente (Cuadro 2). Las pér-
didas de FDA parecen estar relacionadas principal-
mente con los resultados de pérdida de celulosa, ya
que no hubo efecto de los aditivos en las pérdidas de
lignina en los ensilados.

Segin McDonald ez al. (1991), las pérdidas de
FDN durante el ensilaje pueden ser relativamente
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increased with sodium hydroxide dose, suggesting a
better growth of fungus and yeasts.

Both doses of limestone addition changed the
maximum temperature of silage but did not affect
the time to reach maximum temperature, whereas
with 1 % the temperature rise rate was lower and
the time to raise the temperature in 2 °C was higher

(Table 3).

Table 3. Aerobic stability of silages.
Cuadro 3. Estabilidad aerébica de los ensilados.

altas y corresponden principalmente a la solubiliza-
cién de la fraccion de hemicelulosa. Ademads, utili-
zar el 6xido de calcio cambia los componentes de la
pared celular y reduce la desaparicién de fracciones
orgdnicas solubles en los ensilados de cafia de azticar
(Santos et al., (2008).

Los resultados de estabilidad aerdbica se presen-
tan en el Cuadro 3. El hidréxido de sodio causé una

Doses (% FM) Probability
Additive 0 1 2 SEM? Linear Dev. Equation R?
Maximum temperature (°C)
Sodium hydroxide 31.3 29.9b 24.8¢ 0.90 0.0001 0.0310 Y=31.3+0.39x-1.83x> 0.88
Limestone 31.3 31.5b 27.3b 0.73 0.0063 0.0500 Y=31.3+2.46x-2.25x> 0.66
Urea 31.3 30.7b 32.0a 0.27 0.2414 0.0663 - -
Sodium bicarbonate 31.3 33.5a 32.2a 0.35 0.1699 0.0113 Y=31.3+3.89x-1.71x> 0.58
Quicklime 31.3 26.0c 25.4bc 0.87 0.0001 0.0186 Y=31.3-7.60x+2.33x> 0.84
Hydrated lime 31.3 25.5¢ 25.4bc 0.85 0.0001 0.0001 Y=31.3-8.79x+2.93x* 0.96
SEMS - 0.63 0.68 - - - - -
Probability - 0.0001 0.0001 - - - - -
Time to reach the maximum temperature (h)
Sodium hydroxide 139.4  136.0 118.2 9.3 0.4034 0.7384 - -
Limestone 139.4 86.2 148.5 11.9 0.7045 0.0188  Y=139.4-110.8x+57.7x> 0.48
Urea 139.4 107.0 125.2 7.2 0.4098 0.1073 - -
Sodium bicarbonate 139.4 106.8 135.6 7.06 0.8076 0.0415 Y=139.4-63.4x+30.6x*>  0.39
Quicklime 139.4 112.1 99.4 7.96 0.0401 0.6280 Y=137.0-20.0x 0.38
Hydrated lime 139.4 93.4 128.2 9.52 0.5958 0.0464 Y=139.4-86.4x+40.4x>  0.38
SEM - 6.84 6.46 - - - - -
Probability - 0.4072 0.3808 - - - - -
Temperature rise rate (°C h')
Sodium hydroxide 0.060 0.053cd 0.023b 0.006 0.0019 0.1679 Y=0.06-0.019x 0.62
Limestone 0.060 0.090ab 0.030b 0.0101 0.1281 0.0289  Y=0.06+0.075x-0.045x*>  0.55
Urea 0.060 0.063bc 0.073a 0.0031 0.1037 0.6664 - -
Sodium Bicarbonate 0.060 0.105a 0.075a 0.0066 0.1461 0.0013  Y=0.06+0.082x-0.038x> 0.72
Quicklime 0.060 0.023e 0.028b 0.0058 0.0014 0.0140  Y=0.06-0.057x+0.020x>  0.80
Hydrated lime 0.060 0.033de 0.028b 0.0049 0.0007 0.0750 Y=0.06-0.016x 0.66
SEM! - 0.0073 0.0051 - - - - -
Probability - 0.0001 0.0001 - - - - -
Time to raise the temperature in 2 °C (h)
Sodium Hydroxide 30.4 53.1 104.2a 15.4 0.0541 0.6352 Y=25.6+36.9x 0.35
Limestone 30.4 35.1 65.9ab 8.6 0.1022 0.4615 - -
Urea 30.4 28.1 29.6b 3.8 0.9427 0.8357 - -
Sodium Bicarbonate 30.4 27.2 30.6b 3.5 0.9795 0.7016 - -
Quicklime 30.4 49.0 47.8ab 7.7 0.4012 0.5750 - -
Hydrated lime 30.4 33.2 49.5ab 5.1 0.1447 0.5351 - -
SEMS - 4.10 8.59 - - - - -
Probability - 0.3333 0.0997 - - - - -

"Linear: probability for linear effect; Deviation: probability for linearity deviation effect. Different letters in a column indicate statistical
differences (p=<0.05). *SEM: standard error of the mean % "Lineal: probabilidad del efecto lineal; Desviacién: probabilidad del efecto de
desviacién de linealidad. Distintas letras en una columna indican diferencias estadisticas (p=<0.05). *SEM: error estdndar de la media.
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There was linearity deviation for maximum
temperature, time to reach maximum temperature
and for temperature rise rate, when using sodium
bicarbonate; however, the time to raise the
temperature in 2 °C did not change (Table 3). There
was a non-linear increase of the temperature rise
rate for both doses of NaHCO3, indicating that the
aerobic stability of the silages was impaired.

The addition of quicklime caused alinear deviation
for maximum temperature and temperature rise
rate, but a linear decrease for the time to reach the
maximum temperature (Table 3); therefore, aerobic
stability of silages was improved. Balieiro Neto ez al.
(2009) observed that 0.5 % of CaQ increased aerobic
stability of sugarcane silage through an increase in
the number of days needed for rising the silage
temperature in 2 °C. According to Rezende ez al.
(2011), sugarcane silage with 0.5 % of CaO reached
first 2 °C above the environmental temperature
after 4 d of aerobic exposure, as compared to 0, 1
and 1.5 %; these authors point out that such silage
might have more residual carbohydrates, thus
promoting a favorable environment for development
of deteriorating microorganisms.

There was linear deviation for maximum
temperature and time to reach the maximum
temperature, when the additive tested was hydrated
lime (Table 3). The temperature rise rate linearly
decreased, indicating that this additive improved the
aerobic stability of the silages.

CONCLUSION

Sodium hydroxide, limestone, sodium
bicarbonate and quicklime reduced dry matter losses
by the decrease in soluble carbohydrates losses, which
can further reduce hemicellulose or cellulose losses
or both. Therefore, these additives improved silage
aerobic stability and the better effect was brought
about by sodium hydroxide.
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disminucién no lineal de la temperatura méxima, asi
como un aumento en la tasa lineal de temperatura
de 2 °C, indicando que este alcalinizante mejoré la
estabilidad aerébica del ensilado de cana de azicar.
Pedroso (2003) utiliz6 0, 1, 2 y 3 % de NaOH, y
encontrd que 1 % aumenté la temperatura ambiental
(para evaluar la estabilidad aerébica) de 65 (testigo)
hasta 120 h para alcanzar 2 °C.

En nuestro estudio, la estabilidad mejoré al au-
mentar NaOH de 0 a 2 %. En contraste, Siqueira ez
al. (2005) observaron una reduccién en la estabili-
dad, probablemente debida a la solubilizacién de los
componentes de la pared celular y a un aumento en la
disponibilidad de los carbohidratos, lo cual mejoraria
el desarrollo de los microorganismos. Sin embargo,
no observamos esta respuesta conforme la estabilidad
aument6 linealmente con la dosis de hidréxido de
sodio, sugiriendo un mejor crecimiento de hongos y
levaduras.

Ambas dosis de adicién de caliza cambiaron la
temperatura maxima de ensilaje pero no afectaron el
tiempo que tom¢ alcanzar la temperatura maxima,
mientras que con la tasa de aumento de temperatura
de 1 % fue menos y el tiempo para elevar la tempera-
tura en 2 °C fue mayor (Cuadro 3).

Hubo desviacién de la linealidad para la tempera-
tura maxima, el tiempo para alcanzar la temperatura
méxima y para la tasa de elevacién de la temperatura,
cuando se utilizé el bicarbonato de sodio; no obs-
tante, el tiempo para elevar la temperatura en 2 °C
no cambié (Cuadro 3). Hubo un aumento no lineal
del aumento en la temperatura para ambas dosis de
NaHCOa, indicando que la estabilidad aerébica de
los ensilados estaba disminuida.

La adicién de cal viva causé una desviacién lineal
para la temperatura mdxima y la tasa de elevacién
de la temperatura, pero una disminucién lineal para
el tiempo que toma llegar a la temperatura méxi-
ma (Cuadro 3); por lo tanto, la estabilidad aerébica
de los ensilados mejoré. Segun Balieiro Neto ez al.
(2009), 0.5 % de CaO aumenté la estabilidad ae-
rébica del ensilado de cana de azdcar a través de un
aumento en el nimero de dias necesarios para elevar
la temperatura del ensilaje en 2 °C. El ensilado de
cana de azticar con 0.5 % de CaO alcanz6 antes los 2
°C arriba de la temperatura ambiental después de 4 d
de exposicion aerébica, comparado con 0, 1y 1.5 %;
estos autores sefalan que este ensilado puede tener
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mds carbohidratos residuales, promoviendo asi un
ambiente favorable para el desarrollo de los microor-
ganismos de descomposicién (Regende ez al., 2011).
Hubo una desviacién lineal para la temperatura
méxima y el tiempo para alcanzar la temperatura
mdxima, cuando el aditivo a prueba era cal hidratada
(Cuadro 3). La tasa de elevacién de la temperatura
disminuyé linealmente, indicando que este aditivo
mejoré la estabilidad aerébica de los ensilados.

CONCLUSIONES

El hidréxido de sodio, la caliza, el bicarbonato de
sodio y la cal viva redujeron las pérdidas de materia
seca al disminuir las pérdidas de carbohidratos solu-
bles, lo cual puede reducir ain mds las pérdidas de
hemicelulosa o celulosa, o ambas. Por lo tanto, estos
aditivos mejoraron la estabilidad aerébica del ensila-
do; el mejor efecto fue causado por el hidréxido de
sodio.
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