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RESUMO

AGARUSSI, Mariele Cristina Nascimento, M.Sc., Universidade federal de Vigosa, Fevereiro de
2015.Efeito de emurchecimento e de inoculante bacteriano sobre a populacao naibrana e

perfil fermentativo em silagem de alfafa em condi¢des tropicai©Orientador: Odilon Gomes
Pereira. Coorientadora: Karina Guimaraes Ribeiro.

Avaliou-se o perfil fermentativo, a composicdo quimica e as populacdes microbianas de silagens
de alfafa emurchecida ou ndo, tratadas com inoculante bacteriano em diferentes periodos
fermentacdo; bem como o isolamerdddentificacdo ea caracterizacdo das bactérias do acido
latico (BAL) das silagens ndo inoculadas. Foi utilizado um esquema fatorialX26, auséncia

ou presenca de emurchecimento (E), com e sem inoculante bacteriangeid) periodos de
fermentacao (P) (1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias), no delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. A alfafa foi colhida aos 50 dias de rebrotacédo e picada em particulasmdeAL,5 ¢
alfafa foi emurchecida por 6h, no campo, no material submetido a esse tratamento. O inoculante
usado foi o Sil-All® 4x4 W.S. (Alltech, Brasil), aplicado na taxa dé WEC/g (5 g/t de
forragem). Apos a aplicagdo dos tratamentos, a forragem foi ensilada em sacos pla&tces de

35 cm e selados a vacuo. O emurchecimento da alfafa reduziu a capacidade tarspao e a
concentracdes de carboidratos solUveis em agua e aumentou o MSmddeforragen de 133,9

g/kg MS para 233,4 g/kg MS, antes da ensilagem. Foi observado efeito (P < 0,05) de E sobre os
teores de MSPB, NIDA e FDN das silagens aos 56 dias de fermentacao. As populacdes de BAL

e fungos nao foram afetadas por nenhum dos fatores estudados, enquanto as populagdes de
enterobactérias e leveduras foram afefa(P < 0,05) pelo P. O pH e a concentracdo de
nitrogénio amoniacal foram afetadd® € 0,05) pela interacdo E x P, registrando-se menores
valores destas variaveis nas silagens emurchecidas. Também foi observad® &f€it05) da
interacdo E x P sobre o conteddo dos acidos latico, acético e propidnico, sendo registrados
menores valores de &cido acético nas silagens emurchecidas em todos os periodos de
fermentacdo. Menores concentra¢cdes de acido propidnico tarfdd@dm encontradas nas
silagens emurchecidas. Excetuando o 1° dia de fermentacdo, foram observadas maiores
concentracdes de acido latico nas silagens emurchecidas, no entanto, a partir doa7° dia,
concentracdo deste acido decresceu em ambas as silagens emurchecidas ou ndo. A adicao d

inoculante bacteriano na presenca ou ndo do emurchecimento, ndo promove melhorias no



processo fermentativo de silagem de alfafa com elevada umidade. A populacdo deaitana
e nas silagens de alfafa submetidas ou ndo ao emurchecimento é diversa em nivel de espécies,
Lactobacillus plantaruné a espécie predominante e apresenta comportamento distinto ao longo

dos periodos de fermentacéo nas silagens ndo emurchecidas e emurchecidas.
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ABSTRACT

AGARUSSI, Mariele Cristina Nascimento, M.Sc, Universidade federal de Vidagamuary
2015. Effect of wilting and bacterial inoculant on the microbial population and
fermentation profile of alfalfa silage in tropical conditions. Adviser: Odilon Gomes Pereira.
Co-Adviser: Karina Guimaraes Ribeiro.

We aim with this study to evaluate the fermentation characteristics, chemical composition and
microbial populations of wilted or unwilted alfalfa silage treated with bacterial inoculant in
different periods of fermentation as well as the isolation, identification and characterization of
lactic acid bacteria (LAB) from non-inoculated silage. We analyzed the data as axX & 2
factorial arrangement with the effects of wilting (W) (absence or presence), bacterial inoculant (1)
(with and without) and period (P) (1, 3, 7, 14, 28 and 56 days), and their interaction in a
completely randomized design with three replications. We harvested the alfalfa at 50 days of
regrowth,chopped into particles of 1.5 cm and wilted for 6 hours in the field before ensiling. The
commercial inoculant used was Sil-All® 4x4 W.S. (Alltech, Brazil), applied at the rate®of 10
CFU/qg of fresh forage. After the treatments forage was packed in plastic bags of 25 8% cm
sealed by using vacuum sealer. Wilting of alfalfa reduced buffering capacity and water soluble
carbohydrate concentrations and increased the dry matter (DM) content of the forage 133.9 g/kg
DM to 233.4 g/kg DM before ensiling. There was effect (P < 0.05) of W on the DM, crude
protein, neutral detergent fiber and acid detergent insoluble nitrogen in the silages at 56 d.
Populations of LAB and molds were not affected by any of the effects studied, however the
populations of enterobacteria and yeasts were affected (P < 0.05) by P. The pH and ammonia
nitrogen concentration were affected by the interaction W x P (P < 0.05), registering lower values
of these variables on wilted silages. There was effect (P < 0.05) of the interaction W x P on the
concentrations of lactic, acetic and propionic acid, resulting in lower values of acetic acid in the
wilted silages in all fermentation periods. Lower concentrations of propionic acid were found in
wilted silages. Except for the 1st day of fermentation, we observed higher concentrations of lactic
acid in the wilted silages, however in both wilted and unwilted silages the values decreased from
the 7th d of ensiling. The addition of inoculant in presence or absence of wilting, does not
improve the fermentation process of alfalfa silage with high moisture content. The populations of
LAB in the wilted or unwilted fresh-alfalfa and in the silages are diverse in species levels and the

Xii



Lactobacillus plantarum is the predominant specie and presents different dynamic appearance
over the fermentation period between unwilted and wilted silages.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de adequada fermentacdo durante a producdo de séafies®io da
guantidade e tipo de microrganismos presentes na planta, bem como do teor de matéaa seca,
capacidade tampé&e do teor de carboidratos sollveis em agua da forra@éeivin, 1965;
Woolford, 1984). Aliado a essas caracteristicas, a realizacdo correta de todo o processo de
ensilagem reflete na qualidade da silagem (Costa et al., 2001).

A alfafa (Medicago sativaL.) € uma leguminosa perene que apresenta alto valor
nutricional, elevado teor de proteina, alta produtividade e digestibilidade e grande potencial de
consumo animal (Carvalho e Vilela, 1994; Vilela, 2001), além descatias concentracbes de
vitaminas e minerais, contribuem também para a fixacdo simbi6tica de nitrogénio no solo.

As melhores caracteristicas nutricionais para ensilagem da alfafa estdo presentes no inicio
do esta de florescimento, contudo, os baixos ésate matéria seca e de carboidratos soluveis
em agua, associados a alta capacidade tampéo resultante dos elevadoe teateinas e de
matéria mineral no momento do corte (McAlliser et al., 1998), sdo fatores que dificultam a
conservacao da alfafa na forma de silagem. Nesse sentido, a realizacdo do emurche@mento
uso de aditivos microbianos tém sido propostos como alternativas para favorecer o processo
fermentativo dessa cultura.

A reducdo no teor de umidade, através do emurchecimento, altera a concentracdo de
substrato, que, juntamente com aumento do potencial osmoético, exerce efeitos variados nas
populacdes de micro-organismos (Woolford, 1984) dependendo das condi¢cdes meteorologicas no
momento do processo e do tempo de secagem (Weise, 1969).

A gquantidade, a diversidade e a atividade das bactérias laticas (BAL) epifitas ditam o
sentido da fermentacao e as proporcdes dos acidos organicos que serdo produzidos, influenciandc
na qualidade da silagem (McDonald et al., 1991; Lin et al., 1992a). No entanto estudos que
avaliaram o efeito do emurchecimento nessas bactérias sdo contraditorios.

Alguns estudos relatam o aumento da populacdo de BAL na forragem emurchecida
(Fenton, 1987, Muck, 1989, Tyrolova et al., 2012) no entanto, Ruser (1989) e Lin et al) (1992b
concluiram que o emurchecimento € capaz tanto de aamngento reduzir a populacdo de BAL
em func¢do da concentracdo destas no momento do corte.

A adicao de aditivos microbianos contendo BAL homofermentativas, heterofermentativas,

ou a combinagédo destas no processo de ensilagem, tem como objetivo inibir o crescimento de



micro-organismos aerobios como as leveduras e anaerébios como enterobactérias e clostrideos,
adicionar micro-organismos benéficos para dominar a fermentacdo, formar produtos finais que
estimulam o consumo e a produ¢do animal e melhorar a recuperacéo de matéria seca&ma forrag
conservada (Kung Jr. et al., 2003).

Em geral, sdo observados efeitos positivos da adicdo de inoculantes na qualidade de
silagens, evidenciados pela diminuicdo da protedlise inicial, aumento da taxa de declinio de pH,
reducdo do pH final, aumento da producéo de &cido latico e diminuicdo do nitrogénio nao
proteico (NNP) solavel, o que assegura melhor qualidade fermentativa (Jones et al., 1992).

A falha dos inoculantes sobre o processo pode estar relacionada com a capacidade da
bactéria inoculada crescer rapidamente na massa de forragem, da presenca de sufystrdto ade
e da populacdo de bactérias epifiticas (Muck, 1988), podendo estar relacionada também ao
principio da especificidade entre a espécie forrageira e 0s micro-organismos presentes no
inoculante.

O melhor entendimento do comportamento da cultura da alfafa, bem como o
conhecimento das alteracbes na populagcdo microbiana existente, pode auxiliar na obtencédo de
estratégias que visem a ocorréncia do processo fermentativo adequado, com o minimo de
fermentacdes secundarias e, como consequéncia, reducao das perdas de nutrientes.

Devido a isso, 0 isolamento e a caracterizacdo de BAL de forrageiras e silagens que
possuam caracteristicas desejaveis para melhorar o processo fermentativo, utilizando nao
somente caracteristicas fenotipicas, mas também genéticas, podem contribuir posteriormente para
o desenvolvimento de inoculantes adequados para cada planta com estirpes mais resistentes ¢
competitivas, além de elevar o numero de informacdes que esclarecam a dindmica fermentativa
desses materiais.

A hipétese neste trabalho € que o emurchecimento e a adi¢do de inoculante ataafa a
da ensilagem modificam o perfil fermentativo, a composicdo quimica e a populacdo microbiana
de suas silagens. Portanto, objetivou-se com este trabalho isolar, caracterizar e identificar BAL de
silagens de alfafa produzidas em condi¢cbes tropicais, bem como quantificar as populacdes
microbianas e avaliar a composi¢édo quimica e as alteragfes no perfil fermentativo dessas silagens
submetidas ao emurchecimento, tratadas ou ndao com inoculante bacteriano, em diferentes

periodos de fermentacao: 1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias.



2. MATERIAL E METODOS

2.1  Local do experimento e condi¢des climaticas

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicosa - UFV, localizada no municipio de Vigosa, Minas Gerais, entre os meses deeJunho
Agosto de 2013. A cidadde Vicosa esta situada a 20° e 45° de latitude sul, 42° e 51° de

longitude oeste e 657 metros de altitude, com precipitacdo média anual dem341

2.2 Delineamento experimental.

Foi utilizado um esquema fatorial 2 x 2 x 6, auséncia ou presenca de emurchecimento (E)
com e sem inoculante bacteriano (I) e 6 periodos de fermentacéo (P) (1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias),

com trés repeticdes, no delineamento inteiramente casualizado.

2.3 Plantio, colheita e ensilagem da alfafa

A alfafa cv. crioula foi colhida com 50 dias de rebrotacéo, no inicio do florescimento no
setor de Forragicultura, do Departamento de Zootecnia da UFV, em uma area dé.1000 m

A forragem foi cortada com segadora costal e parte desta foi emurchecida no campo, por
6 h, antes da ensilagem. ApoOs esse periodo, a planta foi picada em particulas de 1,5 cm, em
maquina picadeira estacionaria, e ensilada em mini-silos constituidos de bags medindo 25,4 cm x
35,56 cm (Doug Care Equipament, Springville, CA). Em cada bag foram adicionados 500 g de
forragem picada e a condicdo de anaerobiose no interior do mini-silo foi estabelecida utilizando
seladora a vacuo. A forragem ndo emurchecida foi picada imediatamente apdés a eolheita
ensilada conforme descrito acima.

O inoculante comercial utilizado foi o Sil-All® 4x4 W.S. (Alltech, Brasil) que apresenta
em sua composi¢ao sacarokactobacillus plantarumPediococcus acidilacticiEnterococcus
faecium Lactobacillus salivarus subesp. Salivaraidxido de silicio, amilase, celulase, enzima
hemicelulolitica e xilanas® inoculante foi aplicado com o auxilio de um pulverizador manual na
dosagend O’ unidade formadora de colénia (UFC)&d/t) de forragem. A mesma quantidade de

agua utilizada para diluicdo do inoculante foi aplicada nos tratamentos sem inoculante.



2.4  Composi¢cdo quimica

Amostras da forragem emurchecidas e ndo emurchecidas, antes da ensilagem e das
respectivas silagens, em cada periodo de fermentacdo foram submetidas a secagem em estuf:
com ventilacéo forcada de ar a 55°C, por 72 h, e moidas em moinho tipo Willey, com peneira de
1 mm, para determinacdo dos teores de matéria seca (MS) pelo método 934,01 e proteina pelo
meétodo 984,13 como descrito pela AOAC (1990).

Apenas nas amostras da forragem e das silagens aos 56 dias de fermentacdo foram
realizadas as andlises de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) utilizando amilase
termoestavel e de fibra insolivel em detergente &cido (FDA), ambas corrigidas para cinzas
utilizando as técnicas descritas por Mertens (2002). A correcdo da FDN e do FDA para os
compostos nitrogenados e a estimacdo dos conteidos de compostos nitrogenados insollveis nc
detergente neutro (NIDN) e dos compostos insollveis em detergente acido (NIDA) foram feitos
conforme Licitra et al. (1996).

Nas amostras da forragem foi determinada a capacidadédaegundo a metodologia descrita
por Playne e McDonald, (1996) e quantificada a concentracdo dos carboidratos solUveis em agua
segundo Deriaz, (1961).

2.5 Perfil fermentativo

Para realizacdo do perfil fermentativo, 25 g de amostras de silagem de cada mini-silo
foram homogeneizadosm 225 mL de Ringer’s solution estéril em liquidificador industrial
durante 1 minuto. No extrato aquoso obtido foi determinado o pH utilizando-se potenciémetro.
Apés, 10 mL do extrato aquoso foram filtrados, acidificados com 3 gotas de acido sulftrico 50%,
e armazenadoa -20°C. Nesse extrato foi determinada a concentracdo déHNatravés do
método do fenol-hipoclorito (Weatherburn et al., 1967), quantificada através de procedimentos
colorimétricos.

A analise dos acidos organicos foi realizada em cromatografo liquido de alto desempenho
(HPLC). Para a realizagcdo da analise foi preparado um extrato utilizandogsee2@mostra
fresca, diluidos em &gua deionizada (1:10) e homogeneizado por 1 min em liquidificador

industrial. Apos, a mistura foi filtrada em quatro camadas de gaze e uma aliquotaldde&ske



filtrado foi centrifugada a 250@Ppor 20 minutos a -20°C (Filya et al., 2007), para quantificacado
dos acidos orgéanicos, segundo Siegfried et al. (1984).

Os acidos orgéanicos utilizados para calibracdo da curva padrao foram: acido acético,
acido propiodnico, acido latico e acido butirico, todos na concentracao inicial de 10 mM, com
excecdo do acido acético, cuja concentracao inicial foi de 20 mM. As amostras foram analisadas
no cromatégrafo Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific®) Dual acoplado a um detector de
indice de refracao (RI) Shodex RI-101, mantido a 45°C, com coluna de troca ibnica Phenomenex
Rezex ROA, 300 x 7,8 mm, mantida a 45°C. A fase movel utilizada foi acido sulfusiB0OujH

mM com fluxo de 0,7 mL/min.

2.6  Quantificacdo das popula¢des microbianas

A partir dos extratos aquosos preparados para a determinagdo do perfil fermentativo
foram realizadas diluicGes seriadas e plaqueadas pela técnica de pour plate em diferentes meios
de cultivo para determinacdo da UFC da populacédo de bactérias laticas, enterobactérias, mofos e
leveduras. O cultivo da populagdo de BAL foi realizado em MRS &gar (DifcoTM Lactobacilli
MRS Agar ®) a 37°C por 48h; o cultivo de enterobactérias foi realizado em VRB agar (Violet
Red Bile) a 37°C por 24h; o cultivo de mofo e leveduras foi realizado em BDA (Batata Dextroxe
Agar) acrescido de éacido tartarico 10 % a 25°C por 96h. O nimero de UFC foi determinado em

placas contendo entre 30 a 300 colbnias.

2.7 Isolamento de bactérias laticas

As BAL foram isoladas das amostras da planta antes da ensilagem e das silagens sem
inoculante bacteriano, emurchecidas ou nao, nos diferentes periodos de fermentacéo (1, 3, 7, 14,
28 e 56 dias). Para isso foi escolhida uma quantidade de colénias equivalente a raiz quadrada do
valor total de UFC presentes nas placas, seguindo as recomendacdes do Bergey's Manual for
Systematic Bacteriology (1986).

As colbnias que apresentaram diferencas culturais foram estriadas em placas contendo
MRS solido acrescido de 0,04Lgpurpura de bromocresol e 5,0 g/L carbonato de calcio. Estas
placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas em jarras de anaerobiose (GasPak TM Plus
Anaerobic System, BBL, Franklin Lakes, NJ). As col6nias selecionadas foram cultivadas em
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caldo MRS (De Man, Rogosa e Sharpe, 1960), a 37°C por 48h para obtencdo da suspensao de
células. A suspensio de células foi adicionado glicerol 20% para a conservagdo das culturas a -
20°C.

Os isolados foram preliminarmente avaliados quanto a coloracdo de gram, teste de
catalase e producdo de acido em meio agar MRS adicionado de purpura de bromocresol. Os
isolados caracterizados como gram positivos, catalase negativos e com capacidade de producéo
de 4cido foram selecionados para realizagdo dos demais testes de caracterizacao.

2.8  Caracterizacao de bactérias laticas

As colonias de BAL selecionadas foram submetidas aos testes de crescimento em
diferentes concentracdes de sal (4,0 e 6,5% de NaCl), pH (3.5; 4.0; 4.5, 8.5) e temperatura (15°C
e a 45°C), utilizando o meio caldo MRS. (Liu et al., 2012). Os isolados submetidos as diferentes
concentracdes de NaCl e aos diferentes pH foram incubados a 37°C. O ajuste do pH foi realizado
utilizando-se solu¢des de NaOH (50%) e de HCI (50%). A avaliacdo do crescimento dos
isolados, nas diferentes condi¢cfes de cultivo, foi realizada apds 24 h pela medida da absorbancia
a 630 nm, em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®).

Para a avaliacdo da producdo de,C@» isolados foram cultivados em caldo MRS,
contendo tubos de Durham invertidos, e incubados a 37°C por 48 h. Foram considerados
positivos os tubos de Durham com gas em seu interior (presenca de bolha) e negativos 0s que nac
possuiam gas (Drosinos et al., 2007), caracterizando assim os isolados como heterofermentativo e
homofermentativo, respectivamente.

A atividade antimicrobiana de cada cultura latica sobre as bactérias indicadtesa
monocytogenes644,Listeria monocytogenesd117 eEscherichia colifoi realizada conforme o
método de atividade diferida proposto por Tagg et al. (1976). Apds duas ativacfes consecutivas, a
densidade otica dos isolados foi ajustada para 0,4 a 0,5 nm, e, na sequéncia, foram aplicados as
placas de agar MRS, microgotas de 5 pl, equidistantes entre si, € incubadas a 37°C por 24 h, em
jarras de anaerobiose (GasPak TM Plus Anaerobic System, BBL, Franklin Lakes, NJ). Apés esse
periodo foi vertida nas placas uma sobrecamada de 6 mL de BHI agar semi-solido, mantido em
banho maria a 47°C, contendo 300 pl da cultura indicadora e incubadas a 37°C por 24 h, em
aerobiose. Apoés esse periodo foram analisadas quanto a formacgéo de halos de inibicdo ao redor

das microgotas.



Os halos foram medidos e a zona de inibicdo correspondeu a medida do diametro externo
do halo de inibicdo da col6nia subtraido do didmetro da col6nia. A andlise foi conduzida em
duplicata e a medida do halo de inibicao foi uma média resultante dos halos.

2.9 Identificacdo das bactérias laticas

O DNA dos isolados da planta e das silagens, nos diferentes periodos de fermentacao, foi
extraido com a utilizagdo do kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification kit, Promega),
com modificagdes em alguns passos no protocolo. Os isolados foram cultivados em 5 mL de
caldo MRS e incubados a 37°C por 14 h. A cultura crescida foi centrifugada (Mikro 200 R) a
10.000g por 5 minutos, e, em seguida, lavada com solucao salina 0,85%. O sedimento de células
obtido foi ressuspendido em 480 de EDTA (50 mM) ¢ imediatamente adicionados 50 uL de
lisozima a 50 mg/mL. A partir desta etapa, o procedimento de extracdo de DNA foi realizado de
acordo com as recomendacfes do fabricante. A concentracdo de DNA extraido foi asaliada e
espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Scientific ®) e estocado a -20°C.

As sequéncias do gene 16S rDNA foi amplificada por PCR. Os primers PO27F
(GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT ) (Heuer
et al., 1997) foram utilizados na PCR para amplificar a sequencia do 16S rDNA. A re&do PC
foi realizada em tubos microcentrifuga de capacidade de 0,2 mL contendo 50 puL da mistura de
reagcdo: DNA (aproximadamente 60 ng); tampé&o 10X (Tris-HCI 0,1 mol I-1, pH 8,0, KCI 0,5 mol
[-1); MgCI2 1,5 mmol I-1, pH 8,0); dNTP mix (Promega, Madison WI USA); Taq polimerase
(Promega) (1 U); primer p027f (0,6 pmol 1-1) e 1492 (0,6 umol 1-1). O volume da mistura de
reacdo foi completado para 50 pL com agua milli-Q autoclavada. A PCR foi realizada em
termociclador (Eppendorff®) e as condicbes de reacdes empregadas foram: 94°C/5 minutos; 30
ciclos (desnaturacao: 94°C/30 segundos; 60°C por 30 segundos); polimerizagédo: 72°C/2 minutos;
extensdo final: 72°C/5 minutos. Uma aliquota de 4 pL. da mistura de reagdo PCR foi analisada
por eletroforese em gel de agarose (1,4 %) em tampao de Tris Borato EDTA (TBE). O gel foi
corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio e as bandas foram visualizadas sobre iluminagéo
UV. O produto PCR foi encaminhado a empresa Macrogen, na Coreia, para purificacdo e
sequenciamento das amostras.

As sequéncias dos isolados foram comparadas com aquelas disponiveis no banco de

dados do GenBank, e alinhadas usando o algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search
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Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para nucleotideos. As sequéncias do gene 16S
rDNA que apresentaram similaridade igual ou maior que 97% foram consideradas como
pertencentes a uma mesma Unidade Taxondmica Operacional (Altschul et al., 1990).

2.10 Filogenia molecular

Os alinhamentos multiplos das sequéncias do gene 16S rDNA dos isolados foram
realizados com sequencias depositadas no banco de dados do GenBank. Este alinhamento foi
criado com a utilizacdo do programa CLUSTALW e MEGA 6.0® (Tamura et al., 2013). O
método de “Neighbor-joining” (Saitou e Nei, 1987) foi utilizado para reconstrucdo da arvore
filogenética. Os ndés dos ramos individuais foram estimados com valor de bootstrapping com

1000 repeticoes.

2.11 BOX-PCR

A técnica de BOX-PCR foi utilizada para avaliar a diversidade genética dos isolados de
Lactobacillus plantarumobtidos de silagem de alfafa. A reacdo de BOX-PCR foi realizada
utilizando o primer BOXAl. As condicdes de amplificacdo do DNA (95°C por 7 min, seguido
de 30 ciclos de 90°C por 30 s, 52°C por 1 min, 65°C por 8 min, e 65°C por 16 min (Thermal
Cycler, Techne TC-512, Analitica) foram as mesmas adotadas por Koeth et al. (1995) e os
produtos do PCR foram separados em gel de agarose 1,6% a 60 volts por aproximadamente 2 h.
O fingerprint por BOX-PCR foi documentado usando o sistema de visualizagdo de imagem
(KASVI, K33-312).

2.12 Andlises estatisticas

O emurchecimento, o inoculante e os periodos de fermentagdo, bem como, a interacéo
entre os fatores, foram considerados efeitos fixos no modelo, utilizando PROC MIXED do SAS.
Foi utilizado um esquema de medidas repetidas no tempo (Littell et al., 1998), sendo os periodos
de fermentacgéo (1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias apos ensilagem) reetidada unidade experimental
(mini-silo). As comparagfes entre os periodos de fermentacdo seguiram a decomposi¢ao

ortogonal da soma de quadrados associada as fontes de variacdo em efeitos linear, guadratico
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cubico e foram conduzidas utilizando o PROC REG do SAS (verséo 9.1), em caso de interacao
significativa utilizou-se o procedimento SLICE do SAS (versdo 9.1) Assumiu-se a
homogeneidade das variancias entre tratamentos e os graus de liberdade foram estimados pelc
método de Kenward-Roger. Para avaliacdo dos efeitos de inoculante e de emurchecimento, as
diferencas entre as médias de minimos quadrados estimadas, foram determinadas utilizando-se &
opcéao Diferenca Predita (DIFF) do PROC MIXED do SAS (versao 9.0), sendo considerado 0,05
como o nivel de probabilidade méximo tolerado para ocorréncia do erro tipo |.

A composicao quimica das silagens, avaliada apenas aos 56 dias de fermentacéo, também
foi comparada utilizando-se as diferencas entre as médias de minimos quadrados estimadas. Par:
0 caso de interacdo significativa entre os fatores, os mesmos foram desdobrados e as médias
foram comparadas dentro de cada fator, conforme descrito acima. Para as variaveis
microbiolégicas os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-wilk, utilizando-
se 0,05 como nivel critico para ocorréncia do erro tipo I, para verificar a adequacéo. e caso
adequacao, os dados seguiram os procedimentos descritos acima para as demais variaveis. En
caso de ndo ajustamento a distribuicdo normal, o modelo avaliado incluiu os efeitos de
inoculante, emurchecimento, periodo de fermentacéo e interacdo entre os mesmos, atribuindo-se
aos dados a distribuicdo de Poisson, por intermédio do PROC GENMOD dos SAS (verséo 9.1).



3. RESULTADOS

3.1 Composicdo quimica e populagdes microbianas da alfafa antes da ensilagem

A composi¢do quimica, o pH e a populacdo dos micro-organismos da alfafa antes da

ensilagem sdo mostrados nas Tabelas 1.

Tabela 1 Caracterizacdo da composi¢ao quimica, do pH e da populacdo microbiana da alfafa
antes da ensilagem.

Sem emurchecimento Com emurchecimento

ltens Sem Com Sem Com EPM
inoculante inoculante inoculante inoculante

MS (g/kg MN) 130,4 137,4 231,4 235,4 24,9

PB (g/kg MS) 174,4 185,4 163,0 149,6 6,6

NIDA (g/kg N) 82,9 88,8 75,6 80,0 0,2

FDNcp (g/kg MS) 353,5 334,5 336,0 345,2 3,8

HEM (g/kg MS) 100,4 99,5 84,3 121,3 0,6

CHO sol (g/kg MS) 29,7 26,1 27,4 24,2 10,0

CT (mEg/kg MS) 439,8 417,2 301,1 290,6 19,3

pH 6,07 6,10 6,13 6,16 0,02

Bactérias laticas

(log UFC/g) 5,16 5,40 6,89 6,87 0,4

Enterobactérias

(log UFC/g) 6,20 6,32 6,41 6,29 0,04

Mofos (log UFC/qg) 3,48 4,15 3,80 3,70 0,1

Leveduras

(log UFC/g) 5,07 5,40 5,06 4,96 0,08

MS = Matéria seca; PB = Proteina bruta; NIDA = Nitrogénio insolivel em deter@adte FDNep =
Fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; HEM= Hemic&lii@seol =
Carboidratos solGveis em agua; CT= Capacidade tarfipei¥= Erro padrdo da média.

3.2  Populagbes microbianas e perfil fermentativo

As populagbes de BAL e mofos ndo foram afetadasspelmres estudados, ja as
enterobactérias e leveduras foram afetadas (P < 0,05) pelo periodo de fermentacéo (Tabela 2). As
populacdes microbianas encontram-se na Tabela 3. Observou-se maior contagem de
enterobactérias e leveduras no primeiro dia apos a ensilagem, sendo que a populacéo de levedura

nao diferiu daquela com 28 dias de fermentdB&00,05) (Figura 1).
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Tabela 2. P-valor e erro padrdo da média das variaveis do perfil fermentativo de silagens de
alfafa submetidas ou ndo ao emurchecimento e a inoculacdo microbiana em diferentes dias de
fermentacéo.

P-valor 9 10
ltens E2 E P ExP ExP P ExxP@ oM TNT
pH <001 003 <001 027 <0,01 0,82 029 002 -
N-NH; <0,01 056 <001 089 <001 044 067 580 -

Bactérias laticas 0,84 0,9 0,9 099 0,99 0,99 0,99 0,04 <0,01
Enterobactérias 0,48 0,33 <0,01 057 0,82 0,98 0,92 0,20 <0,01
Mofos 0,50 0,41 098 092 0,99 0,99 0,98 0,14 <0,01
Leveduras 0,15 0,30 <0,01 0,48 0,09 0,09 0,9 0,08 <0,01
Acido acético <0,01 0,73 <0,01 0,86 <0,01 098 0,63 23,0 -
Acido propiénico 0,02 0,07 0,02 0,24 0,04 0,06 0,09 1,6 -
Acido latico <0,01 <0,01 <0,01 0,14 <0,01 0,86 0,37 1,4 -

E = efeito do emurchecimentd= efeito do inoculante'P= efeito do periodoExI= efeito da interacédo
emurchecimento e inoculantdExP= efeito da interagdo emurchecimento e peridtkP= efeito da
interacdo inoculante e period®ExIxP= efeito da interacdo emurchecimento, inoculante e periodo;
’EPM= Erro padréo da médial.N. = Teste de normalidadklipétese testada pelo teste de Shapiro-Wilk
com a = 0,05, sendo Hy: Distribuicdo normal e i ndo H)

Tabela 3. Populacdes microbianas e varidveis do perfil fermentativo de silagens de alfafa
submetidas ou ndo ao emurchecimento e a inoculacdo microbiana em diferentes dias de
fermentacéo.

ltens Sem emurchecimento Com emurchecimento
Sem inoculante Com inoculante Sem inoculante Com inoculante

pH 5,05 5,04 4,99 4.96
N-NH3 (g/kg NT) 9,79 9,93 7,28 7,50
Bactérias laticas
(log UFC/g) 8,55 8,60 8,69 8,73
Enterobactérias
(log UFC/g) 3,96 3,26 3,39 3,23
Mofos
(log UFC/g) 2,93 2,56 2,63 2,36
Leveduras
(log UFC/g) 3,40 2,66 2,52 2,43
Acido acético
(g/kg MS) 4.56 4 57 2,92 2,98
Acido propiénico
(g/kg MS) 0,48 0,45 0,28 0,42
Acido latico
(g/kg MS) 2,49 2,61 2,77 3,10
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Figura 1. Contagem da populacédo de enterobactérias (A) e levedurasn(8lagens de alfafa
em funcéo do periodo de fermentacéo.

Foi observado efeito de inoculante e da interacdo EP«<®,5), sobre o pH das silagens
(Tabela 3). Embora o pH das silagens tenha sido afetado pelo inoculante, biologicamente a
diferenca entre silagens ndo inoculadas (5,02) e inoculadas (5,00¢ mékevante. O
emurchecimento proporcionou silagens com maiores pH apenas no primeiro dia de fermentacao
(Figura 2). A concentracdo de MH3; também foi afetadaP&0,05) pela da interacdo E x P,

resultando em menores concentragdes ddRnas silagens emurchecidas (Figura 2).
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Figura 2. Comportamento do pH (A) e da concentracdo déHY{B) das silagens em funcao do
periodo de fermentacgablédias seguidas por letras diferentes diferem quanto ao emurchecirRento,
0,05

O conteudo de acidos organicos das silagens foi afetado (P<0,05) pela infEerafao
(Tabela 3). Foi observado efeito linear crescente de periodo de fermentacdo sobre as
concentracdes de acido acético (Figura 3), com menores valores nas silagens emurchecidas. As
silagens emurchecidas apresentaram maiores concentragdes de acido propiénico apenas no 1° di
de fermentacao. A partir do 3° dia foi registrado maior concentracédo deste acido nas silagens nao
emurchecidagFigura 3).

O emurchecimento n&o influenciou nas concentracdes de acido latico no 3° e 14 ° dia apds
a ensilagem (Figura 3). Excetuando o 1° dia de fermentacdo, observou-se maiores concentragoes
de acido latico nas silagens emurchecidas, no entanto em ambas as silagens ocorreram

decréscimo nos valores a partir do 7° dia ap6s a ensilagem. Foi observado também efeito de
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inoculante para este acido embora biologicamente a diferenca entre silagens nao inoculadas

(2,63) e inoculadas (2,85) ndo é relevante.
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Figura 3. Concentracdo de &cido acético (A), acido propidnico (B) e acido latico (C) de silagens
de alfafa em funcéo do periodo de fermentaklféalias seguidas por letras diferentes diferem entre si
quanto ao emurcheciment®, < 0,05

3.3  Composicao quimica apos 56 dias de fermentacéo
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N&o houve efeito da interacdo E#R>0,05) sobre a composicdo quimica da silagem, aos
56 dias de fermentacdo. No entanto, apenas a variavel hemicelulose néo foi afetada (P>0,05) pelo

emurchecimento (Tabela 4).

Tabela 4.Composicao quimica das silagens de alfafa aos 56 dias de fermentacao.

Emurchecimento P-valor
Média EPM’

Inoculante Sem Com E° | Ex[®

MS" (g/kg MS) <0,01 0,89 0,44 14,8
Sem 136,7 223,8 180,2
Com 128,8 2349 181,8
Média 132,8 229,3

PB? (g/kg MS) 0,02 0,78 0,20 1,4

Sem 162,5 153,0 157,7
Com 158,7 155,5 157,1
Média 160,6 154,2

NIDA®(g/kg N) <0,01 00519 0,10 2.9
Sem 82,2 70,0 76,0
Com 81,1 59,7 70,3
Média 81,6 64,7

FDN*(g/kg MS) <0,01 0,57 0,46 6,3
Sem 359,2 318,0 338,6
Com 363,6 317,0 340,5
Média 361,4 317,7

HEM® (g/kg MS¥ 0,81 0,1 0,48 0,2
Sem 54,7 50,7 55,9
Com 67,1 60,2 64,7
Média 60,9 50,9

IMS = Matéria seca&PB = Proteina brutd NIDA = Nitrogénio insollvel em detergente acidBpN =
Fibra insolGvel em detergente neuttidem=Hemicelulose’E = Emurchecimentdi= Inoculante®ExI=
Interacdo emurchecimento e inoculafEPM= Erro padréo da média.

3.4 Identificacao das bactérias laticas.

Dos 138 isolados identificados pelo sequenciamento parcial do gene 16S rDNA (Tabela
5), 120 apresentaram similaridade (>97%) com sequencias de outras BAL pertencentes ao banco
de dados do Genbank. A maioria dos isolados identificados (112) apresentou sequéncias com alta

similaridade de bactérias pertencentes ao géremtobacillus
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O L. plantarumfoi a espécie predominante, sendo 55% destes originados das silagens
emurchecidas. Outras espécies do género foram encontradas em menor quantidadd,.como o
paraplantarum L. pentosusL. casei, L. paracasei, L. brevis, L. curvatesL. acidipiscis.
Espécies de outros géneros de bactérias covileissella paramesenteroidé¥eissella cibaria,
Weissella hellenica, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc

mesenteroides e Enterococcus gallinatambém foram identificadas.

Tabela 5.ldentificacdo das sequéncias do produto PCR do 16S rDNA dos isolados.

Isolados Estirpe referente Identidade (%) NuUmero de acessc
0.1 SE Lactobacillus plantarum 99% JX003604.1
0.2 SE Lactobacillus plantarum 98% HM101324.1
0.4 SE Uncultured bacterium clone 94% AF371493.1
0.5 SE Lactobacillus plantarum 98% KJ994448.1
0.7 SE Pediococcus pentosaceus 98% JQ446485.1
0.9 SE Lactobacillus pentosus 98% JQ288726.1
0.10 SE Lactobacillus paraplantarum 97% KJ802481.1
0.2E Leuconostoc mesenteroides 98% KM496471.1
04E Lactobacillus sp. 75% EU676340.1
05E Weissella paramesenteroides 99% AB598954.1
0.7E Pediococcus sp. 99% KJ610830.1
0.8 E Enterococcus gallinarum 98% KC707581.1
0.10E Uncultured bacterium clone 98% GQO071990.1
1.1 SE Weissella cibaria 98% AB510754.1
1.3 SE Weissella paramesenteroides 99% KJ729064.1
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Tabela 5.ldentificacdo das sequéncias do produto PCR do 16S rDNA dos isolados (cont.).

Isolados Estirpe referente Identidade (%) NuUmero de acesso
1.4 SE Lactobacillus plantarum 98% JN573605.2
1.5SE Weissella hellenica 98% AB621968.1
1.7 SE Weissella sp. 98% KM088091.1
1.9 SE Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
1.10 SE Weissella paramesenteroides 98% KJ729064.1
1.11 SE Lactobacillus plantarum 99% KM670024.1
1.12 SE Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
1.13SE  Weissella cibaria 98% HF562960.1
1.15SE Weissella paramesenteroides 97% KJ830712.1
13E Lactobacillus plantarum subsp. plantarut 98% KJ026598.1
14E Lactobacillus paraplantarum 98% KJ802481.1
15E Weissella cibaria 99% HF562960.1
1.7E Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
18E Weissella paramesenteroides 97% KJ830712.1
19E Weissella cibaria 97% HF562960
111E Weissella paramesenteroides 97% KJ830712.1
1.12 E Weissella paramesenteroides 98% KJ830712.1
1.13 E Lactobacillus pentosus 97% KC422317.1
1.14 E Lactobacillus plantarum 97% KM670024.1
3.1 SE Uncultured Lactobacillus sp. clone 99% KM389621.1
3.2 SE Lactobacillus plantarum 96% AB980951.1
3.3 SE Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
3.4 SE Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
3.5SE Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
3.6 SE Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
3.7 SE Pediococcus pentosaceus 98% KF013201.1
3.8 SE Lactobacillus plantarum 99% KM200717.1
3.9 SE Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
3.10 SE  Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
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Tabela 5.ldentificacdo das sequéncias do produto PCR do 16S rDNA dos isolados (cont.).

Isolados Estirpe referente Identidade (%) NUmero de acess
3.11 SE Weissella paramesenteroides 98% KJ830712.1
3.12 SE Lactobacillus brevis 97% KJ994469.1
3.13 SE Lactobacillus plantarum 97% JX003604.1
3.14 SE Uncultured bacterium clone 97% HM754420.1
3.15 SE Pediococcus acidilactici 82% JN942103.1
3.1E Lactobacillus pentosus 98% JQ288726.1
3.2E Lactobacillus pentosus 98% KC422317.1
3.3E Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 97% KJ026598.1
34E Lactobacillus plantarum 98% KF245560.1
35E Lactobacillus plantarum 98% KJ026590.1
3.6 E Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
3.7E Lactobacillus plantarum 98% KM200717.1
3.8E Lactobacillus plantarum 99% KM670024.1
30 Lactobacillus Plantarum subsp. 98% AB598953.1

Argentoratensis
3.10E Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
3.11E Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
3.12E Lactobacillus plantarum 97% KJ152777.1
3.13E Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
3.14E Lactobacillus plantarum 97% KJ026587.1
3.15E Lactobacillus pentosus 96% JQ288726.1
7.2 SE Uncultured Lactobacillus sp. clone 99% KM389621.1
7.3 SE Lactobacillus casei 97% KJ764639.1
7.4 SE Lactobacillus plantarum 99% KM670024.1
7.5 SE Uncultured Lactobacillus sp. clone 97% KM389621.1
7.6 SE Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
7.8 SE Lactobacillus plantarum 96% KJ994471.1
7.9 SE Lactobacillus plantarum 95% JX003604.1
7.10 SE Uncultured Lactobacillus sp. clone 97% KM389621.1
7.1E Lactobacillus plantarum 99% JX003604.1
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Tabela 5 Identificacdo das sequéncias do produto PCR do 16S rDNA dos isolados (cont.).

Isolados Estirpe referente Identidade (%) NuUmero de acess
7.2E Lactobacillus plantarum 96% KJ994471.1
74 E Lactobacillus plantarum 98% JX003604.1
75E Lactobacillus plantarum 97% KJ994400.1
76 E Lactobacillus plantarum 95% KJ026590.1
78 E Lactobacillus plantarum 99% KJ026590.1
710 E Lactobacillus sp. 99% HQ728334.1
711E Lactobacillus plantarum 98% KJ026587.1
14.2 SE  Lactobacillus pentosus 97% JQ288726.1
14.7 SE  Lactobacillus pentosus 97% JQ288726.1
14.13 SE Pediococcus pentosaceus 98% KF013201.1
14.14 SE Pediococcus pentosaceus 98% KF013201.1
14.15 SE Pediococcus pentosaceus 97% JQ322223.1
14.16 SE Lactobacillus plantarum 97% KJ994448.1
14.1E Lactobacillus plantarum 97% KJ994471.1
142 E Lactobacillus pentosus 97% KC422317.1
143 E Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
145E Lactobacillus paraplantarum 97% KJ802481.1
14.7E Lactobacillus paraplantarum 98% KJ802481.1
1410 E  Lactobacillus plantarum 97% KJ160192.1
14.11 E  Lactobacillus plantarum 96% KJ026590.1
14.12 E  Uncultured Lactobacillus sp. clone 98% KM389621.1
14.15E  Lactobacillus paraplantarum 99% KJ802481.1
14.16 E  Lactobacillus paraplantarum 97% KJ802481.1
14.18 E  Uncultured Lactobacillus sp. clone 99% AB969778.1
1419 E  Lactobacillus paraplantarum 97% KJ802481.1
1420 E  Lactobacillus pentosus 99% JQ288726.1
28.1 SE  Lactobacillus paraplantarum 97% KJ802481.1
28.5 SE  Lactobacillus plantarum 98% KJ026590.1
28.6 SE  Lactobacillus curvatus 98% JX979220.1

28.7 SE  Lactobacillus paraplantarum 98% KJ802481.1
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Tabela 5.ldentificacdo das sequéncias do produto PCR do 16S rDNA dos isolados (cont.).

Isolados Estirpe referente Identidade (%) NUmero de acess
28.8 SE  Lactobacillus plantarum 98% JX003604.1
28.9 SE  Lactobacillus plantarum 99% KJ160209.1
28.12 SE Lactobacillus plantarum 97% JX003604.1
28.14 SE Lactobacillus plantarum 100% KM670024.1
28.17 SE Lactobacillus brevis 99% KM454423.1
28.1E Lactobacillus brevis 98% KM454423.1
28.2E Lactobacillus brevis 98% KJ994371.1
28.3 E Lactobacillus pentosus 99% JQ288726.1
284 E Lactobacillus brevis 98% KJ994371.1
285 E Lactobacillus pentosus 97% JQ288726.1
28.6 E Lactobacillus pentosus 97% JQ288726.1
28.7E Lactobacillus plantarum 99% JX003604.1
28.8 E Lactobacillus paraplantarum 98% KJ802481.1
289 E Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 97% KJ026598.1
28.11 E  Lactobacillus paraplantarum 98% KJ802481.1
28.12E  Lactobacillus paracasei 98% KC456365.1
28.14 E  Lactobacillus paraplantarum 97% KJ802481.1
28.15E  Lactobacillus brevis 99% KJ095648.1
28.16 E  Lactobacillus plantarum 98% JX003604.1
28.19 E  Lactobacillus plantarum 99% KJ994448.1
56.1 SE  Lactobacillus casei 98% KJ764639.1
56.5 SE  Lactobacillus casei 98% KJ764639.1
56.6 SE  Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1
56.11 SE Lactobacillus paracasei 98% KF030765.1
56.12 SE Lactobacillus casei 97% KJ764639.1
56.13 SE Lactobacillus plantarum 96% HM101327.1
56.16 SE Lactobacillus paraplantarum 99% KJ802481.1
56.3 E Lactobacillus acidipiscis; 99% JQ043376.1
56.4 E Lactobacillus casei 99% KM350168.1
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Tabela 5.ldentificacdo das sequéncias do produto PCR do 16S rDNA dos isolados (cont.).

Isolados Estirpe referente Identidade (%) Numero de acess
56.7 E  Lactobacillus casei 99% HG798492.1
56.10 E Lactobacillus plantarum 99% KM670024.1
56.11 E Lactobacillus casei 97% KJ764639.1
56.13 E Lactobacillus plantarum 97% HM101314.1
56.14 E Lactobacillus plantarum 97% KJ994448.1
56.15 E Lactobacillus plantarum 97% KJ026590.1

3.5 Analise filogenética.

A reconstrucao da arvore filogenética pelo métodoNiEghbor-joining mostrou que 0s
isolados selecionados (0.7SE; 0.2E; 0.5E; 1.1SE; 1.5SE; 1.3E; 3.1E; 3.9E; 7.3SE; 14.7E; 28.6
SE; 28.17SE; 56.11SE; 56.3E; 14.13SE) sao estreitamente relacionados com as sequéncias de
outras BAL pertencentes ao banco de dados do GenBank (Figura 4), suportando um valor de

bootstrap igual ou maior a 70 %.
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Figura 4. Arvore filogenética de sequéncias parciais do 16S rDNA de estirpes isoladas e
sequencias de bactérias identificadas pertencentes ao banco de dados de nucleotideos dc
Genbank. Bacillus subtilis (X60646.1) foi utilizado como grupo externo. A arvore foi
reconstruida pelo métodidNeighbor-joining, e os numeros nos nos das ramificacdes da arvore
referem aos valores d®otstrap(expresso como porcentagem de 1000 réplicas).

3.6 Sucessao das bactérias laticas

A suces@odas BAL isoladas da planta e das silagens emurchecidas ou nédo, nos diferentes
periodos de fermentacdo, sem inoculante, encontram-se nas Figuras 5 e 6. Foi observado
presenca delL. plantarum em todos os periodos de fermentacdo, excetuando na planta

emurchecida antes da ensilagem. Os isolados obtidos da forragem emurchecida no dia da
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ensilagem apresentaram maior diversidade de espécies. No primeiro dia de fermentacéo
observou-se a dominéancia do généreisselaW. cibaria e W. paramesenteroidesh ambas as
silagens. No terceiro dia de fermentacdo, a maioria dos isolados das sitageestificado

comolL. plantarume as espécids. brevis e P. acidilacticioram encontradas nas silagens sem
emurchecimento. No sétimo dia de fermentacdo grande parte dos isolados das silagens nao
emurchecida foi classificada corhactobacillusndo cultivdveis. Aos 14 dias de fermentacao foi
encontrado um numero relevante de bactérias pertencentes as espépmsosus e L.
paraplantarumnas silagens emurchecidas e apenas na silagem ndo emurchecida encontrou-se o
P. pentosaceu®bservou-se em adicional no dia 28, as espécieevisem ambas as silagens,

o L. curvatusna silagem ndo emurchecida_eparacaseina emurchecida. No ultimo dia de
fermentacdo foi observado aumento ldocaseiem ambas as silagens el o acidipiscisfoi

encontrado nas silagens emurchecidas.
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Figura 5. Sucesséao de bactérias laticas na planta (dia 0) e em silagem de alfafa ndo emurchecida
nos diferentes periodos de fermentacéo.
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m | actobacillus sp.
Leuconostoc mesenteroides
m|. paracasei
mL. brevis
m Unc. Lact. Clone
m W. paramesenteroides
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Figura 6. Sucessao de bactérias laticas na planta (dia 0) e em silagem de alfafa emurchecida nos
diferentes periodos de fermentacao.
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3.7 BOX PCR

A analise da diversidade genética dos 58 isoladds plantarumselecionados anteriormente
foi realizada pelo fingerprint por BOX-PCR. Uma variedade de produtos de PCR foi observada
quando sequéncias repetitivas de DNA (BOX) foram amplificadas, que variaram

aproximadamente entre 1000 a 10000 pb (Figura 7
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Figura 7. Andlise da diversidade genéticaldeetobacillus plantarunda silagem de alfafa pelo
fingerprint BOX-PCR. Gel de agarose (1,6 %) mostrando os produtos de PCR do BOX-PCR. Os
elementos gendmicos BOX foram amplificados usando o primer BOX A1R. As linhas estéo
identificadas com os isolados e nas extremidades o marcador (DNA lagler 1kb

26



Dez padrdoes bem definidos de polimorfismo de bandas foram obtidos entre os isolados
avaliados, estando os mesmos distribuidos em dez clados distintos (Figura 8). No clado 1 foram
agrupados dois isolados obtidos no 7° e 56 ° dia de fermentacdo da silagem; clado 2 presenca de
isolados do 7° e 14° dia de fermentagdado 3 presenca de isolados do 3°, 7°, 28° e 56° de
fermentacdo; clado 4 presenca de isolados da planta, do 1°, 3° e 14° dia de fermentacao; clado &
presenca de isolado no 1°, 3° e 7° dia de fermentacgé&o; clado 6 presenca de isolados no 3°, 7°, 14°
56° dia de fermentacgéo; clado 7 presenca de isolados no 1°, 3°, 28° e 56° dia de fermentacado. En
cada clado mencionado anteriormente consideramos a presenca de clonpkd@&rumpelo
fato de apresentarem uma percentagem de similaridade igual ou maior a 90 %. Somente trés
isolados deL. plantarum (3.4; 7.4; 7.8) ndo apresentaram clones, onde observa-se uma
porcentagem de similaridade bem inferior a 90 %.
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Figura 8. Dendograma de similaridade genética. O perfil BOX-PCRLdotobacillus

plantarumfoi comparado com o software BioNumerics 5.10.
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3.8  Caracterizacao dos isolados

A maioria dos isolados identificados era homofermentativa e todos cresceram em pH 4,5 e
8,5 e nas concentracdes de 4% e 6,5% de sal. Um pequeno nimero de isolados ndo apresentol
crescimento a temperatura de 45°C e 15°C e em meio de cultivo com o pH ajustado para 3,5 e 4,0
(Tabela §.

Tabela 6. Caracterizacdo dos isolados de bactérias laticas isoladas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentacéo.

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados CO;
15 45 3.5 4.0 45 85 4.0 6.5
0.1 SE + + + + + + + +  Homo’
0.2 SE + + + + + + + +  Heterd
0.4 SE + + + + + + + + Homo
0.5 SE + + + + + + + + Hetero
0.7 SE + + + + + + + + Homo
0.9 SE + + + + + + + + Homo
0.10 SE + + - + + + + + Homo
0.2E + + + + + + + + Hetero
04E + + + - + + + + Hetero
05E + - - + + + + + Hetero
0.7E + + + + + + + + Homo
0.8E + + + + + + + + Homo
0.10 E + + + + + + + + Hetero
1.1SE + + - - + + + + Hetero
1.3 SE + + + + + + + + Hetero
1.4 SE + + + + + + + + Homo
15SE + + + + + + + + Hetero
1.7 SE + + + - + + + + Hetero
1.9 SE + + - + + + + + Homo
1.10 SE + + - + + + + + Hetero
1Temp.=Temperatura,2 - = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimédtmmo=

homofermentativo*Hetero= Heterofermentativo.
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Tabela 6.Caracterizacdo dos isolados de bactérias laticas isoladas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados CO,
15 45 3.5 4.0 4.5 8.5 4.0 6.5
1.11 SE + + + + + + + + Homo
1.12 SE + + + + + + + + Homo
1.13 SE + + + + + + + + Hetero
1.15 SE + + - - + + + + Hetero
1.3E + + + + + + + + Homo
14E + + - + + + + + Homo
15E + + + + + + + + Hetero
1.7E + + + + + + + + Homo
18E + + + + + + + + Hetero
19E + + + + + + + + Hetero
111 E + + + + + + + + Hetero
1.12E + + + + + + + + Hetero
1.13E + + + + + + + + Homo
1.14E + + + + + + + + Hetero
3.1 SE + - + + + + + + Homo
3.2 SE + + + + + + + + Homo
3.3 SE + + + + + + + + Homo
3.4 SE + - + + + + + + Homo
3-5 SE + - + + + + + + Homo
3.6 SE + + + + + + + + Homo
3.7 SE + - - + + + + + Homo
3.8 SE + + + + + + + + Homo
3.9 SE + - + + + + + + Hetero
3.10 SE + - + + + + + + Homo
3.11 SE + - + + + + + + Hetero
3.12 SE + - + + + + + + Hetero
1Temp.=Temperatura,2 - = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimédtmmo=

homofermentativo*Hetero= Heterofermentativo.
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Tabela 6.Caracterizacdo dos isolados de bactérias laticas isoladas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados CGO,
15 45 3.5 4.0 4.5 8.5 4.0 6.5

3.13 SE + - + + + + + + Homo
3.14 SE + + + + + + + + Homo
3.15 SE + + + + + + + + Homo
3.1E + + + + + + + + Homo
3.2E + + + + + + + + Homo
3.3E + - + + + + + + Homo
34E + - - + + + + + Hetero
35E + + + + + + + + Homo
3.6E + - + + + + + + Homo
3.7E + + + + + + + + Homo
38E + + + + + + + + Homo
39E + - + + + + + + Homo
3.10E + - + + + + + + Homo
3.11E + - + + + + + + Homo
3.12E + + + + + + + + Hetero
3.13E + + + + + + + + Homo
3.14E + + + + + + + + Homo
3.15E + + + + + + + + Homo
7.2 SE + - + + + + + + Hetero
7.3 SE + + + + + + + + Homo
7.4 SE + - + + + + + + Homo
7.5 SE + + + + + + + + Homo
7.6 SE + - + + + + + + Homo
7.8SE + - + + + + + + Homo
7.9 SE + + + + + + + + Homo
7.10 SE + + + + + + + + Homo
1Temp.=Temperatura,2 - = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimédtumo=

homofermentativo*Hetero= Heterofermentativo.
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Tabela 6.Caracterizacdo dos isolados de bactérias laticas isoladas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados CO,
15 45 3.5 4.0 4.5 8.5 4.0 6.5

7.1E + + - - + + + + Homo
7.2 E + + - + + + + + Hetero
74E + + + + + + + + Homo
75E + + + + + + + + Homo
76 E + + + + + + + + Homo
7.8 E + + - - + + + + Homo
710 E + + - - + + + + Homo
7.11 E + + + + + + + + Homo
14.2 SE + + + + + + + + Hetero
14.7 SE + + + + + + + + Homo
14.13 SE + + - + + + + + Homo
14.14 SE + + + + + + + + Homo
14.15 SE + + - - + + + + Hetero
14.16 SE + + - + + + + + Homo
141E + + - - + + + + Homo
14.2 E + + + + + + + + Homo
14.3 E + + + + + + + + Homo
145E + - - - + + + + Homo
147 E + + - - + + + + Homo
14.10 E + + + + + + + + Homo
1411 E + + + + + + + + Homo
14.12 E + + + + + + + + Homo
1415 E + + - + + + + + Homo
14.16 E + + + + + + + + Homo
14.18 E + + + + + + + + Homo
14.19E + + + + + + + + Homo
1420 E + + - - + + + + Homo
Temp.=Temperatura? - = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimértuno=

homofermentativo*Hetero= Heterofermentativo.
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Tabela 6.Caracterizacdo dos isolados de bactérias laticas isoladas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados CO,
15 45 3.5 4.0 4.5 8.5 4.0 6.5

28.1 SE + + + + + + + + Homo
28.5 SE + + + + + + + + Homo
28.6 SE + + + + + + + + Homo
28.7 SE + + - - + + + + Homo
28.8 SE + + + + + + + + Homo
28.9 SE + + + + + + + + Homo
28.12 SE + + - - + + + + Homo
28.14 SE + + + + + + + + Homo
28.17 SE + + + + + + + + Hetero
28.1E + + + + + + + + Hetero
28.2E + + + + + + + + Hetero
28.3 E + + + + + + + + Homo
284 E + + + + + + + + Hetero
285 E + + + + + + + + Homo
28.6 E + + + + + + + + Homo
28.7TE + + - - + + + + Homo
288 E + + + + + + + + Homo
289 E + + - + + + + + Homo
28.11 E + + + + + + + + Homo
28.12 E + + + + + + + + Homo
28.14 E + + - + + + + + Hetero
28.15 E + + + + + + + + Hetero
28.16 E + + + + + + + + Homo
28.19 E + + + + + + + + Homo
56.1 SE + + + + + + + + Hetero
56.5 SE + + + + + + + + Homo
56.6 SE + + + + + + + + Homo
Temp.=Temperatura? - = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimértuno=

homofermentativo*Hetero= Heterofermentativo.
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Tabela 6.Caracterizacdo dos isolados de bactérias laticas isoladas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados CO,

15 45 3.5 4.0 4.5 8.5 4.0 6.5
56.11 SE + + + + + + + + Homo
56.12 SE + + + + + + + + Homo
56.13 SE + + + + + + + + Homo
56.16 SE + + + + + + + + Homo
56.3 E + + - + + + + + Homo
56.4 E + + + + + + + + Homo
56.7 E - + - - + + + - Homo
56.10 E + + + + + + + + Homo
56.11 E + + + + + + + + Homo
56.13 E + + + + + + + + Homo
56.14 E + + + + + + + + Homo
56.15 E + + + + + + + + Homo
Temp.=Temperatura; - = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimértuno=

homofermentativo*Hetero= Heterofermentativo.

Todos os isolados apresentaram atividade antagonista contra pelo menos um dos micro-
organismos indicadores utilizados no teste antimicrobiano (Tabela 7). No entanto, os isolados
0,2E; 0,4E; 0,7E; 1,5SE ndo atuaram comifisieria monocytogene$9117, apenas o isolado
56,13SE néo apresentou atividade antagonista chistexia monocytogene&44 e os isolados
0,7SE; 1,1SE; 1,3SE; 1,15SE nédo atuaram c&#caerichia. coli.
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias laticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagéo.

Isolados L. monocytogenes9117 _ L. r.n(.)n.ociytogene%44 E. coli
Raio de inibi¢éo

0.1 SE ++ T -
0.2 SE ++ t i
0.4 SE ++ ++ .
0.5 SE r+ i -
0.7 SE ++ o+ )

0.9 SE e+ ++ N
0.10 SE et i -
0.2E ; N -
04E - t i
05E 4+ t N
0.7E ; N -
0.8 E ++ et N
0.10 E ++ +t it
1.1 SE ot it ]

1.3 SE + s ]

1.4 SE ++ t .
1.5 SE - ++ -
1.7 SE ot s o
19 SE ++ 4 +
1.10 SE + + +

L. monocytogenes 19117, monocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibigdo), + (> 4 e < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias laticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Isolados L. monocytogenes9117 L. monocytogene&s44 E. coli
Raio de inibicao

1.11 SE ++ ++ ++
1.12 SE ++ ++ ++
1.13 SE ++ ++ ++
1.15 SE + + -
13E ++ ++ ++
14E ++ ++ ++
15E +++ ++ ++
1.7E ++ ++ ++
18E + + +
19E +++ ++ ++
111E + ++ ++
112 E ++ + +
113 E ++ ++ ++
1.14E ++ ++ ++
3.1SE ++ ++ ++
3.2SE ++ + ++
3.3 SE ++ ++ ++
3.4 SE ++ + ++
3-5 SE ++ ++ ++
3.6 SE ++ +++ +
3.7 SE ++ ++ ++

L. monocytogenes 19117, mmonocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibigdo), + (> 4 € < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias lticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Isolados L. monocytogenes9117 L. monocytogeness44 E. coli
Raio de inibicao
3.8 SE ++ ++ ++
3.9 SE ++ ++ ++
3.10 SE ++ ++ ++
3.11 SE + + +
3.12 SE ++ + +
3.13 SE ++ ++ ++
3.14 SE ++ ++ ++
3.15 SE ++ ++ ++
3.1E ++ + ++
3.2E ++ ++ ++
3.3E ++ ++ ++
34E ++ ++ ++
35E ++ ++ ++
3.6 E ++ ++ ++
3.7E ++ ++ ++
3.8E ++ ++ ++
39E ++ + +
3.10 E ++ + ++
3.11E ++ ++ ++
3.12 E ++ ++ ++

L. monocytogenes 19117, monocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibigdo), + (> 4 € < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias lticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Isolados L. monocytogenes9117 L. monocytogene&s44 E. coli
Raio de inibicao
3.13 E +++ + ++
3.14E ++ ++ ++
3.15E ++ ++ ++
7.2 SE ++ ++ ++
7.3 SE ++ + ++
7.4 SE ++ ++ ++
7.5 SE ++ ++ ++
7.6 SE + ++ ++
7.8 SE ++ ++ +
7.9 SE ++ ++ ++
7.10 SE ++ ++ ++
7.1E ++ + ++
7.2E ++ ++ ++
74 E + ++ ++
75E ++ ++ ++
76 E ++ ++ ++
7.8E ++ + ++
7.10E ++ ++ ++
7.11E ++ ++ ++
14.2 SE + + ++

L. monocytogenes 19117, monocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibigdo), + (> 4 € < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias lticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Isolados L. monocytogenes9117 L. monocytogene&s44 E. coli
Raio de inibicao

14.7 SE ++ ++ ++
14.13 SE ++ + +++
14.14 SE ++ ++ ++
14.15 SE ++ ++ ++
14.16 SE ++ ++ ++
141E ++ + ++
14.2 E ++ ++ +++
143 E ++ ++ ++
145E +++ +++ ++
14.7E ++ ++ ++
1410 E ++ + ++
1411 E ++ ++ ++
1412 E ++ + +

1415 E ++ + ++
1416 E ++ ++ ++
1418 E +++ ++ ++
14.19E ++ ++ +++
1420 E ++ ++ ++
28.1 SE ++ ++ ++
28.5 SE ++ ++ ++
28.6 SE ++ ++ +

L. monocytogenes 19117, mmonocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibigdo), + (> 4 € < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias laticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Isolados L. monocytogenes9117 L. monocytogenes&s44 E. coli
Raio de inibicao

28.7 SE +++ + ++
28.8 SE ++ ++ ++
28.9 SE ++ ++ ++
28.12 SE ++ ++ ++
28.14 SE ++ ++ ++
28.17 SE ++ + ++
28.1E ++ ++ ++
28.2E + + +

28.3 E ++ ++ ++
284 E ++ ++ ++
285E ++ ++ ++
286 E ++ ++ ++
28.7TE ++ ++ ++
28.8 E ++ +++ ++
289 E ++ ++ ++
28.11 E +++ ++ +++
28.12 E ++ + +

28.14 E ++ ++ ++
28.15E +++ +++ ++
28.16 E ++ ++ ++

L. monocytogenes 19117, monocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibi¢do), + (> 4 € < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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Tabela 7.Atividade antagonista dos isolados de bactérias laticas de alfafa e suas silagens nos
diferentes dias de fermentagé&o (cont.).

Isolados L. monocytogenes9117 L. monocytogene&s44 E. coli
Raio de inibicao
28.19E ++ ++ ++
56.1 SE ++ ++ ++
56.5 SE + ++ ++
56.6 SE ++ ++ ++
56.11 SE ++ ++ ++
56.12 SE + + +
56.13 SE + - ++
56.16 SE ++ ++ ++
56.3 E ++ + +
564 E ++ ++ +
56.7 E ++ ++ +
56.10 E ++ ++ ++
56.11 E ++ ++ +
56.13 E ++ ++ ++
56.14 E ++ ++ ++
56.15 E ++ ++ ++

L. monocytogenes 19117, monocytogenes 7644. coli = Micro-organismos indicadores do teste
antimicrobiano.
“Raio de inibicdo (mm): (auséncia de halo de inibigdo), + (> 4 € < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30).
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4 DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica e populacdes microbianas antes da ensilagem

O emurchecimento da alfafa antes da ensilagem incrementou o teor matéria seca de 133,9
g/kg MS para 233,4 g/kg MS. Esse incremento € baixo, se considerarmos que a nossa meta era
atingir valores de 30850 g/kg MS, que segundo McDonald et al. (1991), seria 0 minimo
adequado para proporcionar fermentacdo de qualidade e reduzir as perdas por efluente. Isto é
atribuido as condi¢des climaticas de alta nebulosidade predominantes cerca de 2h apps o corte
com riscos de chuva. De acordo com Muck et al. (2003) o emurchecimento é mais comum nos
Estados Unidos e parte da Europa onde a forragem pode ser emurchecida por 24 a 48h com
pouco risco de danos por chuva.

McDonald et al. (1973) verificaram a importancia dos carboidratos soltveis em agua na
ensilagem devido sua correlacdo alta e positiva com ossteeracido latico das silagens. No
entanto, no presente estudo, o emurchecimento proporcionou a reducéo de aproximadamente 7%
na concentracdo dest¢®5,8 g/kg MS), valor abaixo dos 60-80 g/kg MS, considerado por
Woolford (1972) como concentracdo minima capaz de promover intensa fermentacdo latica.
Rangrab et al. (2000) também verificaram a reducdo no teor de carboidratos sollveis em agua
com o emurchecimento. Isto ocorreu possivelmelevido ao maior tempo decorrente ertdre
corte e a condicdo de anaerobiose apdés a ensilagem, tornando os carboidratos sollveis
vulneraveis a serem consumidos pelos micro-organimos autéctones.

O emurchecimento proporcionou reducdo de aproximadamente 31% na capacidade
tampéo (428,5 x 295,9 mEg/kg MS) da forrageira, devido a reducdo dos ions inorgéanicos
presentes na planta (Smith, 1962), fato também verificado por Muck e Walgenbach (1985). A
capacidade tampéo da forragem ndo emurchecida, de 428,50 mEqg/kg MS, € proxima aqueles
valores de 433,5 e 439,7 mEg/kg MS encontrados por Rangrab et al. €2000}eiro et al.

(1998), respectivamente.

A elevada capacidade tampé&o das leguminosas é promovida por aminoacidos residuais e
presenca de cations que neutralizam os &cidos organicos produzidos pela fermentacéo,
dificultando a redugcdo do pH (McDonald et al., 1991). Outro fator responsavel pela alta
capacidade tampdo é o elevado teor de proteina que, devido a liberagcdo de compostos

nitrogenados pela decomposicdo proteica, neutralizam parte do acido latico formado e,
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consequentemente, elevam o pH (Pereira et al., 2608ducéo no teor de PB da forrageira
emurchecida é atribuida a perda de folhas e a protedlise que ocorre comumente durante o
processo de emurchecimento (Muck, 1988).

O emurchecimento aumentou a populacado de BAL da forragem de 5,28 log UFC/g para
6,88 log UFC/g. O crescimento microbiano pos cémiéetado tanto pelo ambiente como fatores
de manejo (Muck, 1989). Esse autor reportou que o emurchecimento da alfafa abaixo de 15°C
nao foi propicio ao crescimento de BAL. No entanto, em seu estudo foi verificado um incremento
mais rapido na populacdo de BAL nas primeiras 48h de emurchecimento. Tyrolova et al. (2012)
também observaram maiores contagens de BAL na alfafa emurchecida. Segundo Pitt et al. (1985)
0 aumento da taxa de crescimento da populagdo de BAL com o emurchecimento é decorrente da
combinacédo de menor teor de umidade e aumento nos niveis de carboidratos sollveis em agua de
forrageira. No entanto, no nosso estudo foi observado menor conteddo de carboidratos soluveis

em agua na forrageira emurchecida.

4.2 Populagdes microbiana&perfil fermentativo

A auséncia de efeito do inoculasi@dre a populacdo de BAL estd associada a fatores que
limitam seu crescimento como: escassez de nutriente ou acumulo de produtos de excrecao do
organismo, resultando em condic¢des insuficientes para causar rapido decréscimo do pH e superar
a populacéo epifitica (Muck, 1988).

As enterobactérias sdo indesejaveis nas silagens, pois sdo capazes de competir com as
BAL por carboidratos disponiveis, principalmente durante a fase inicial de fermentacéo. Este
grupo bacteriano fermenta acucares formando lactato, acetato, suegaatoarbdnico, além de
formarem amonia a partir de estruturas proteicas, aumentando as perdas de matéria seca e energi
da silagem (McDonald et al., 1991).

Pesquisas com silagens de diferentes plantas forrageiras tém demonstrado que as
enterobactérias sofrem grandes reducbes até o décimo dia de fermentacdo, podendo ou nac
desaparecer por completo até o final do periodo de conservacao (Meeske et al., 1999). No nosso
estudo, a reducéo brusca na contagem das enterobactérias observada no 3° dia apos a ensilage
ocorreu possivelmente pelos maiores @sode acido latico e menores valores de pH,
evidenciando a dominancia das BAL sobre esse grupo de micro-organismo. No entanto, a

deteccdo deste grupo bacteriano em todas os dias de fermentacdo pode ter ocorrido devido aos
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elevados valores de pH das silagens, pois estes micro-organismos se desenvolvem em faixas de
pH mais elevadas (McDonald et al., 1991).

As leveduras da silagem séo capazes de produzir &cido latico, acidos graxos volateis e
alcool. Embora Woolford (1984) tenha demonstrado que as leveduras sejam capazes de produzir
acido latico e acético pela fermentacédo dos acUcares, sua presenca na silageomsiderada
desejavel, pois além de competirem com as BAL por substrato, também estdo associadas com a
deterioracdo aerdbia presenca de mofos e leveduras ao longo do periodo de fermentacdoem toda
as silagens pode indicar que a quantidade de acidos organicos produziftmaméasuficientes para
inibir a producao destes micro-organismos, conforme sugerem Weinberg et al. (1993).

A gqualidade das silagens pode ser avaliada pelos produtos finais de fermentacédo, como
acidos organicos, pH e NHs. O comportamento cubico do pH nas silagens emurchecidas ou
ndo em funcdo de periodos de fermentagcdo ndo era esperado. No entanto, este reflete o
comportamento observado para o acido latico. Foi observada uma reducdo no pH nos trés
primeiros dias de fermentacdo e aumento deste até os 28 dias, quando decresceu novamente. Isti
reflete a baixa producdo de acido latico, que néo foi suficiente para estabilizacdo da massa
ensilada, aliada a uma alta fermentagdo acética, conforme observado no presente Arabalho.
ocorréncia do rapido declinio de pH, seguido de reversao do processo fermentativo possivelmente
pela falta de substrato disponivel para atingir a estabilizacdo da fermentacdo, também foi
observada por Rangrab et al. (2000), em estudos com silagens de alfafa.

Embora ambos os valores finais de pH das silagens ndo emurchecida g€5,10)
emurchecida (4,96) esteja acima de 4,5, estabelecido por Mahana e Chase (2003) para silagens de
leguminosa, outros trabalhos também reportaram pH em torno de 5 para silagem de alfafa
(Denoncourt et al., 2006, Rossi e Dellaglio 2007, McGarvey et al., 2013).

O aumento linear na concentracao d&lNs tanto nas silagens emurchecidas conm na
emurchecidas é resultado de intensa protedlise durante a fermentacdo quando ndo ocorrem
condicBes acidas suficientes, para que micro-organismos indesejaveis como enterobactérias e
clostrideos possam ser inibidos. Entretanto o emurchecimento resultou em silagens com
concentracdo de NH3; 134,7 g/kgNT, inferior as 150 g/kg NT consideradaor Mahanna e
Chase (2003) como aceitaveis para uma boa fermergatsitagens de leguminosas.

Apesar de todos os acidos formados na fermentacdo contribuirem para reducdo do pH da
silagem, o acido latico possui fundamental papel nesse processo, por apresentar maior constante

de dissociacdo em relacdo aos demais (Moisio e Heikonen, 1994). O comportamento cubico do
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acido latico, em fun¢ao do periodo de fermentacao, repete aquele observado para o pH, conforme
jé& destacado. O decréscimo na produ¢do do acido latico a partir do sétimo dia de fermentagdo
pode ser consequéncia da diminui¢do da atividade das BAL e da dominancia de enterobactérias e
leveduras ao longo do periodo de fermentagdo, evidenciados pelo aumento nos valores de pH e
na produgdo de acido acético e N-NHj das silagens.

Os teores de acido acético das silagens ndo emurchecida (74,9 g/kg MS) e emurchecida
(49,8 g/kg MS), no ultimo dia de fermentagéo, sdo superiores aos 20 g/kg MS estabelecidos por
Mahanna (1993) como adequado em silagens bem fermentadas. No entanto, os valores
encontrados nas silagens emurchecidas foram superiores as concentracdes de 30 a 40 g/kg MS
encontrada por Contreras-Govea et al. (2011) para silagens de alfafa apds 60 dias de fermentacao

Os maiores teores de 4cido acético nas silagens ndo emurchecidas provavelmente estdo
associados a menor taxa de declinio do pH, que pode ser resultado da menor eficiéncia das BAL
em dominar o processo fermentativo, favorecendo outros micro-organismos produtores de acido
aceético.

A menor concentracdo de &cido propidnico nas silagens emurchecidas jastga-
maior controle das fermentacfes secundarias que resultam na formacdo de outros acidos
organicos. Os valores de acido propidnico, de 5,4 e 3,2 g/kg MS para silagens ndo emurchecidas
e emurchecidas respectivamente, no final do periodo de fermentacdo, se encontram dentro da
faixa aceitavel de producao deste acido que, segundo Mahanna (1993), deve ser de 1 a 10 g/ kg
MS para silagem de boa qualidade.

A auséncia de efeito de inoculante bacteriano sobre a maesigadaveis do perfil
fermentativo pode ser explicada por diversos fatores, como por exemplo: teor de carboidratos
soluveis e de matéria seca das plantas ensiladas, populacdo epifitica e cepas depbessétas
no inoculante (Muck, 1993; Mahanna, 1993).

O emurchecimento favoreceu a producéo de silagens com melhor qualidade fermentativa
e menor incidéncia de fermentacdes secundérias indesejaveis o que pode ser atribuido a
diminuicdo da atividade de agua ou elevacdo da pressdo osmotica (McDonald et al., 1991),
evidenciados pelos menores valores de pH e marcante diferenga na concentragdbls;de N-

melhor relagé@o entre os acidos latico e acético.

4.3  Composicdo quimica apos 56 dias de fermentacao
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Ao longo do periodo de fermentacédo, a reducdo nos teores de PB das silagens pode ter
ocorrido devido a protedlise realizada por enterobactérias e clostrideos (Muck, 1996). Embora os
teores de PB das silagens emurchecidas tenham sido inferiores (154 g/kg MS) aos das silagens
ndo emurchecidas (160,6 g/kg MS), observou-se protedlise mais intensa nas silagens né&o
emurchecidas, evidenciando o ambiente favoravel para o desenvolvimento de micro-organismos
proteoliticos.

Maiores teores de NIDA foram encontrados nas silagens ndo emurchecidas (81,60 g/kg
N), no entanto, todas as silagens apresentaram valores abaixo do nivel critico de 200 g/kg N
proposto por Van Soest e Mason (1991), caracterizando boa preservacdo, haja vista que, o
aumento do nitrogénio ligado a fracdo em detergente acido é indesejavel no aspecto nutricional,
pois se torna indisponivel aos micro-organismos do rimen (Van Soest, 1994). O menor valor dos
constituintes fibrosos nas silagens emurchecidas se amador hidrolise desta fracdo nessas

silagens.

4.4 Identificacdo, sucessao de bactérias laticas e filogenia.

Embora tenham ocorrido variacdes no aparecimento das espécies ao longo dos periodos
de fermentacdo, a diversidade microbiana entre as plantas e silagens ndo emurchecidas e
emurchecidas apresentou pouca variacdo. Segundo Hartmann e Windmer (2006), as alteracfes
significativas nas populag6es bacterianas ndo ocorrem necessariamente no indice de diversidade.
mas podem ocorrer mudancas no aparecimento de alguns grupos taxondmicos que S&o
compensados pelas alteracées em outros grupos.

O génerd.actobacillusé um dos mais importantes géneros de BAL e inclui mais de 174
espécies (DSMZ, 2008) e sdo encontrados numa grande variedade de habitats e sendo
empregados na fabricacdo de alimentos fermentados, além de serem utilizados como probi6ticos
em seres humanos e animais (Ouwehand et al., 2002).

O L. plantarumé uma das bactérias mais utilizadas como inoculante em silagens, devido
Seu vigoroso crescimento, tolerancia ao meio acido e potencial elevado de producdo de acido
latico, resultand@m maior reducdo do pH do material ensilado. Sua predominéncia também foi
descrita em outros estudos de identificacdo de espécies de bactérias laticas da alfafa (Stevenson €
al., 2006; Wang et al.,2006), azevém (Cai et al., 1999), palha de milho e arroz (Ennahar et al.
2003) e silagem mista d&hleum pratense Dactylis glomerata L(Tohno et al., 2012 ).
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Todavia, a predominancia de uma determinada espécie de BAL dentre as demais bactérias
do mesmo grupo ndo significa que esta espécie apresentard dominancia sobre os demais grupo:
de microrganismos presentes no silo. Varias caracteristicas fisiologicas e metabdlicas influenciam
na dominancia de uma determinada espécie, com a capacidade de utilizacdo do substrato
disponivel, comportamento de decréscimo do pH, producdo de &acidos, velocidade de
crescimento, producdo de bacteriocinas, dentre outras. A predominancia de outros micro-
organismos em relagédo &oplantarumnas silagens € evidenciado pelos maiores valores de pH,
as baixas concentracfes de acido latico e aos altos teores de acido acético das silagens.

Vérias das espécies identificadas apresentam interesse comercial conaseque sao
utilizados principalmente como probioticos e flavorizantes de queijo (Mayra-Makinen e Bigret,
1998). Sua ampla aplicacdo comercial reflete a sua notavel capacidade de adaptagéa e
em diversos habitats.

As espéciesL. pentosus e L. paraplantaruredo genotipicamente relacionadas e
apresentam muitas semelhancas fenotipicas. S&o utilizados como conservadores de alimentos,
probiéticos e algumas estirpes apresentam acdo antimicrobiana através da producdo de
bacteriocinas.

O L. brevis € uma BAL heterofermentativa utilizada como aditivo biolégico para
melhorar o processo de ensilagem. Danner et al. (2003)nd&raram em seu estudo que esse
micro-organismo tem potencial para melhorar a producdo de silagem através do &cido acético
produzido, que resulta em estabilidade aerdbia prolongada.

A presenca da BALL. curvatusfoi relatada em varias plantas e silagens (Masuko et al
1992; Magnusson Schnurer, 2001; Schachtsiek et al., 2004; Tanaka et al., 2009), e apresentou
alta eficacia quando inoculadas em silagensadiem multiflorum(Tanaka et al, 2000).

A primeira identificacdo do .Lacidipiscis originalmente isolado de peixe fermentado
(Tanasupawat et al., 200@®,Enterococcus gallinarumoriginalmente isolado do intestino da
galinha (Bridge e Sneath, 1982), a partir de culturas forrageiras, foi relatado por Tohno et al.
(2012) em estudo com silagens mista®dleum pratense Dactylis glomerata L,.evidenciando
a variedade de nichos presentes no ambiente fermentativo.

Outras BAL, tais comd.euconostoc, Pediococcescepasieissella foram isolados em
baixas frequéncias em culturas forrageiras e suas silagens (Lin et al, 1992b; CE%#)aiO
isolamento dé&Veissella hellenicavidencia que os habitats naturais desta espécie ndo sao apenas

carnes e produtos derivados (Collins et al., 1993), mas também sao encontradas em culturas
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forrageiras. No entanto, segundo Cai et al. (1998), geralmente a presenca de bactérias
heterofermentativas do génelveissella nas silagens pode resultar em perdas durante a
fermentacao.

Os isolados selecionados para reconstrucdo da arvore filogenética apresentaram
agrupamento, com valores de bootstrap entre 93 e 100, com sequéncias de nucleotideos de
bactérias depositadas no GenBank. Isto indica que existe uma relacdo filogenética muito forte
entre sequéncias de isolados obtidos neste estudo com sequencias de isolados pertencentes a
banco de dados do GenBank e além disso, reforca a identidade dos isolados obtida pelo

sequenciamento parcial do gene 168IAD
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5 CONCLUSAO

A adicdo de inoculante bacteriano em alfafa submetida ou ndo ao emurchecimento, nao
favoreceu o processo fermentativo devido o emurchecimento ndo ter elevado o teor de matéria
seca para um nivel suficiente para promover adequada fermentacdo na silagem de alfafa em
condicOes tropicais.

Existe grande diversidade nas espécies de bactérias laticas era affasaias silagen®
Lactobacillus plantaruné a espécie predominante e apresenta comportamento distinto ao longo
dos periodos de fermentacéo nas silagens ndo emurchecidas e emurchecidas. Esses isolados ser:
avaliados em estudos futuros para verificar o potencial dos mesmos como inoculantes para

silagem de alfafa.
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