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RESUMO

Este estudo envolveu dois experimentos. No primeiro, o objetivo foi selecionar estirpes de
bactérias acido-lacticas (BAL) isoladas da planta e da silagem de palma forrageira e avaliar
seus efeitos na fermentacdo e estabilidade aerdbia de silagens de palma. Quarenta isolados
classificados como BAL foram isolados da planta e da silagem de palma forrageira e avaliados
quanto a producdo de metabolitos e identificados por meio do sequenciamento do 16S rDNA.
Os isolados foram identificados como Lactobacillus plantarum, Weissela cibaria, Weissella
confusa e Weissella paramesenteroides. A populagdo de bactérias do &cido lactico (BAL),
carboidratos soltveis em agua (CSA) e nitrogénio amoniacal diferiram (P <0,001) entre as
silagens. As populacBes de enterobactérias, leveduras e fungos estavam abaixo do limite
minimo de detec¢do (<2,0 log ufc / g de silagem) em todas as silagens estudadas. A agédo
predominante dos inoculantes foi a maximizacdo da recuperagdo de MS das silagens, que
poderia ser o critério adotado para selecionar as estirpes de BAL para uso como inoculantes
nas silagens de palma. No segundo experimento, o objetivo foi comparar a palma in natura e
ensilada com e sem inoculante microbiano na dieta de ovinos, por meio da avaliagdo do
consumo, digestibilidade de nutrientes, balango nitrogenado e sintese de proteina microbiana,
bem como contagem de enterobacterias fecais. Foram utilizados 20 ovinos sem padrao racial
definido, ndo-castrados com aproximadamente 6 meses de idade e peso inicial médio de 23,48
+ 2,40 kg. Os animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos (Palma forrageira in natura processada duas vezes ao dia, na hora do
fornecimento (PF1); palma forrageira in natura processada uma Unica vez pela manha e
fornecida duas vezes ao dia (PF2); silagem de palma sem inoculante (SPF); silagem de palma
com inoculante microbiano (SPFI) e cinco repeti¢fes. O periodo experimental teve duracao
de 21 dias. A utilizagdo da palma forrageira na forma de silagem (SPF e SPFI) resultou em
maiores (P < 0,05) consumos de matéria seca, matéria organica, fibra em detergente neutro,
extrato etéreo, carboidratos ndo fibrosos e nutrientes digestiveis totais, além de maiores
coeficientes de digestibilidade da matéria seca, matéria organica, bem como dos nutrientes
digestiveis totais. Observou-se também menores contagens de enterobactérias fecais. Por
outro lado, ndo foi verificado efeito (P > 0,05) das dietas sobre o balan¢o de nitrogénio,
eficiéncia microbiana, perdas do nitrogénio urinario e fecal e eficiéncia microbiana. A
utilizacdo da silagem de palma forrageira promove reducdo na contagem de enterobactérias,

melhorando o consumo e digestibilidade dos nutrientes.
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Prospection and use of thermal cultures as an inoculant in the cactus pear
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This study involved two experiments. In the first, the objective was to select strains of lactic
acid bacteria (BAL) isolated from the plant and cactus pear silage and to evaluate its effects
on silage fermentation and aerobic stability. Forty isolates classified as BAL were isolated
from the plant and forage palm silage and evaluated for the production of metabolites and
identified by 16S rDNA sequencing. Isolates were identified as Lactobacillus plantarum,
Weissela cibaria, Weissella confusa and Weissella paramesenteroides. The population of
lactic acid bacteria (BAL), water soluble carbohydrates (WSC) and ammoniacal nitrogen
differed (P <0.001) among the silages. Enterobacterial, yeast and fungal populations were
below the minimum detection limit (<2.0 log cfu / g silage) in all silages studied. The
predominant action of the inoculants was the maximization of the recovery of DM of the
silages, which could be the criterion adopted to select the BAL strains for use as inoculants in
the Nopalia silages. In the second experiment, the objective was to compare the in natura and
ensiled cactus pear with and without microbial inoculant in the sheep diet, through the
evaluation of the consumption, nutrient digestibility, nitrogen balance and microbial protein
synthesis, as well as fecal enterobacteria count. Twenty sheep with no defined racial pattern
were defined, non-castrated at approximately 6 months of age and mean initial weight of 23.48
+ 2.40 kg. These were distributed in a completely randomized design with four treatments
(forage palm in natura processed twice a day at the time of supply (PF1); fresh cactus pear
processed once only in the morning and supplied twice a day (PF2) (SPI1) and silage (SP and
SPI) resulted in a higher number of silage species (SPI and SPI), as well as in silage (SP) and
cactus silage with microbial inoculant (SPI) and five replications. P <0.05), dry matter intake,
organic matter, neutral detergent fiber, ethereal extract, non-fibrous carbohydrates and total
digestible nutrients, higher digestibility coefficients of dry matter, organic matter, as well as
total digestible nutrients, On the other hand, there was no effect (P> 0.05) of the diets on the
nitrogen balance, mic efficiency robiana, losses of urinary nitrogen, faecal and microbial
efficiency. The use of forage palm silage promotes a reduction in the enterobacteria count,

improving nutrient intake and digestibility.

Keywords: Cactaceous, Ensiling, Lactobacillus plantarum, Ruminant

1 INTRODUCAO GERAL
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Um dos grandes desafios dos produtores € conciliar, quantidade e qualidade de
alimentos para 0s animais, devido as caracteristicas edafoclimaticas presentes no semiarido
brasileiro. Dessa forma, em virtude da variabilidade e incertezas das chuvas, a producdo de
forragem acaba se tornando uma atividade que apresenta risco aos produtores rurais. Assim,
faz-se nenecesario o cultivo de plantas persistentes a tais condi¢Ges e/ou conservacdo de
volumosos com o intuito de preservar o valor nutritivo da planta e com isso, garantir alimento
fresco para os ruminantes, em periodos onde as plantas tem o seu crescimento comprometido.

Para se obter silagens com adequado perfil fermentativo, pode ser necessario a
utilizaco de bactérias lacticas como inoculantes bacterianos. Esses microrganismos estéo
presentes nas plantas in natura, e sua fungdo é inibir microrganismos indesejaveis. Deste
modo, os inoculantes microbianos podem ser comprados na forma soltvel ou liofilizado,
reduzindo assim sua viabilidade. Por outro lado, pode-se também isolar e selecionar estirpes
do suco da prépria planta como potencial inoculante. Assim, para se obter éxito com a
utilizacdo de inoculantes microbianos é necessario a compatibilidade entre os substratos
presentes na forragem e o inoculante (homofermentativo ou heterofermentativo), garantindo
rapida fermentacéo e controle de microrganismos deletérios (Burns et al., 2018).

Por outro lado, as informacGes sobre as bacterias lacticas epifiticas isoladas da planta
e da silagem de palma forrageira e seus efeitos durante a fermentacdo da massa ensilada séo
escassos na literatura. Assim, se identificadas as estirpes é possivel a selecdo de bactérias
desejaveis, com capacidade de promover um rapido declinio do pH ou controle de
microrganismos na abertura do silo. Atualmente, tem-se aumentado os estudos avaliando a
silagem de palma forrageira, devido ao seu elevado rendimento, teores de carboidratos
sollveis e aceitabilidade pelos animais (Gusha et al., 2015; Lima et al., 2016; Souza et al.,
2016; Macédo et al., 2018). Por esse motivo, a palma forrageira foi escolhido para isolamento
e identificacdo de estirpes de BAL.

Portanto, objetivou-se com o presente estudo isolar, selecionar e identificar bactérias
acido-lacticas (BAL) da planta e da silagem da palma forrageira e avaliar seus efeitos quando
utilizadas como aditivos no mesmo tipo de silagem, bem como seus efeitos sobre o consumo,
digestibilidade de nutrientes, balango nitrogenado, sintese de proteina microbiana e contagem

de enterobacteria fecal em ovinos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da palma forrageira
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A palma forrageira pertence & familia das Cactaceae, compreendendo
aproximadamente 130 géneros e 2.000 espécies. Dentre estes géneros, 0s mais importantes
sdo Opuntia e Nopalea, devido ao fato de serem utilizados como suplementos alimentares,
produtos farmacéuticos, cosméticos e forragem para ruminantes. E uma planta originaria de
regides de clima tropical, provavelmente do continente americano (México) (Shedbalkar et
al., 2010; Reyes-Aguero e Rivera, 2011; Yahia e Saenz, 2011; Beccaro et al., 2014).

Esta espécie forrageira apresenta metabolismo fotossintético CAM (Metabolismo
Acido das Crassulaceas) bastante cultivada como forragem, e também utilizada com o objetivo
de proteger e conservar os solos da erosao e desertificagdo, os quais diminuem a camada fertil
da &rea, resultando em diminuicdo da produtividade das culturas (Bariagabre et al., 2016;
Bautista-Cruz et al., 2017).

Dentre as vantagens da utilizacdo dessa cacticea, é possivel destacar o elevado
potencial para producdo de biomassa e a possibilidade de aproveitamento da rebrota dessa
cultura (Lopes et al., 2018). Além disso, pode produzir em ambientes estressantes
(moderamente salinos e com déficit hidrico) para a maioria das plantas. Isso ocorre devido a
eficiéncia de utilizagdo da &gua, sendo uma importante fonte de alimento para os animais de
regides que apresentam tais condi¢Ges (Shedbalkar et al., 2010; Nadaf et al.,2018).

Ranjan et al. (2016) descreveram que a palma forrageira € uma planta que apresentam
raizes finas e superficiais (15 cm) e elevada renovacdo do sistema radicular, em situacdes
prolongadas de escassez de dgua no solo. Assim, pode absorver eficientemente a dgua das
chuvas e até mesmo orvalho, demonstrando a sua importancia para regides aridas e semiaridas.

Deste modo, a palma forrageira pode ser cultivada em diversas partes do mundo.
Quando utilizada na alimentacdo dos animais, supre parte da exigéncia de forragem,
promovendo melhoria no aproveitamento dos nutrientes pelos microrganismos ruminais
(Lima et al., 2016).

Regides que apresentam escassez de recursos hidricos representam em torno de 40%
do globo terrestre e habitam cerca de 2 bilhdes de habitantes. Nessas regiées ha um elevado
custo na producdo de volumosos, sendo necessario o cultivo de plantas persistentes a tais
condigbes, como a palma forrageira. Em condicGes de sequeiro como encontradas no
Semiérido Brasileiro, a palma forrageira pode produzir em torno de 20 a 30t de MS/ha/ano,
podendo aumentar os seus rendimentos utilizando adubacdo organica e irrigagdo por
gotejamento (2,5 mm/semana) (Dubeux Jr. et al., 2015). De acordo com 0s mesmos autores,
em condic¢des adversas de clima, o cultivo da palma forrageira pode produzir em torno de 20

vezes mais NDT (nutrientes digestiveis totais) por unidade de area, se comparado com o


https://www.google.com/search?rlz=1C1AVNE_enBR670BR670&q=escassez+de+recursos+hidricos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjEkurD-4PgAhXtJrkGHf3LBWIQkeECCCkoAA
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milho. Cactaceas do género Opuntia apresentam elevados teores de NDT (650-700 g/kg),
podendo produzir até 60 vezes mais massa de forragem do que plantas nativas do Semiarido.

Segundo Souza et al. (2017), estudando a produtividade da palma miuda, observaram
que a intensidade de cortes maximiza a producdo dessa cactacea. Os mesmos autores
constataram produtividade variando de 7,2 e 16,8t MS ha™*, com densidades de plantio 5.000
e 40.000 plantas ha™* respectivamente, utilizando adubacio quimica.

Na alimentacdo dos ruminantes, segundo, Aguilar-Yafez et al. (2011) e Rodrigues et
al. (2016), a palma forrageira pode suprir parcialmente a necessidade de utilizagdo dos
concentrados energéticos, além de garantir alimento para os animais em periodos de
deficiéncia hidrica.

Além disso, Cordova-Torres et al. (2017), estudando a substituicédo (0; 30; 50 e 70%)
de feno de capim tifton por palma forrageira na alimentacdo de ovinos, observaram, reducéo
no consumo voluntario de 4gua, com a inclusdo desta cactacea (1,80; 0,48; 0,32; 0,22 kg), sem
comprometer o desempenho animal. Por outro lado, ocorreu elevacdo no consumo de &gua
total (2,07; 2,82; 3,19; 3,29 Kkg), isso ocorreu devido a elevada umidade (> 86%) dessa
cactacea, que disponibilizou agua via alimento. Segundo os autores, o consumo de matéria
seca influencia a ingestdo de agua pelos animais. Assim, animais alimentados com palma

forrageira exigem menor quantidade de agua para suprir suas exigéncias.

2.2 Silagem de palma forrageira

A conservagdo de volumosos na forma de silagem, de acordo com Silva et al. (2014)
e Campos et al. (2017), tem como principal objetivo manter parcialmente a agua e 0s
nutrientes contidos na planta in natura com intuito de reduzir as deficiéncias ocorridas no
periodo de seca, proporcionando alimento em quantidade e qualidade, além de reduzir os
custos de producgéo das propriedades.

De acordo com McAllister et al. (2018), a prética de ensilar volumosos antecede o
século XVIII. A técnica consiste primeiramente de uma fase aerobia, onde existe uma
diversidade microbiana (bactérias lacticas, enterobactérias, leveduras e fungos) competindo
por substratos. Por outro lado, em condigOes de anaerobiose, esses microrganismos sao
reduzidos, ocorrendo predominancia de bactérias acido lacticas, o qual reduz o pH da massa
ensilada. Segundo os mesmos autores, esses microrganismos nao crescem igualmente nas
diversas camadas da silagem, podendo apresentar elevacdo na populacdo microbiana, devido

0 acUmulo de carboidratos soluveis.
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Essa répida queda do pH ocorre devido a constante de dissociacdo do &cido lactico
(3,86), sendo considerado o acido organico mais forte presente em silagens. Em virtude dessa
caracteristica, esse acido é um indicio da qualidade da silagem. O pH ideal da silagem varia
de acordo com o material ensilado. Silagens de milho e gramineas devem apresentar um pH
variando de 3,5 a 4,5 e leguminosas 4,0 a 5,0, favorecendo a fermentacéo lactica (Goeser et
al., 2015; Kung et al., 2018).

Embora os valores de pH sejam um indicativo de acidez, pode ser influenciado pela
capacidade tamponante da cultura. Como relatado por Kung e Shaver (2001), esta variavel
isoladamente ndo define a qualidade do material ensilado. Segundo os mesmos autores,
silagens que apresentam pH elevado (>4,6), resultam em uma fermentacéo restrita, sendo
influenciado pelos teores de matéria seca e proteina bruta. Por outro lado, silagens umidas
(<25% MS) sua fermentacdo € prolongada, devido, elevada capacidade tamponante,
proporcionando elevacao nas concentracdes de acido acético (>3 a 4%MS).

A conservagdo de palma forrageira na forma de silagem pode garantir aos
agropecuaristas uma alternativa de conservar agua e energia, agregando mais valor a esta
cactacea nas regifes aridas e semiaridas. 1sso porque permite o fornecimento de alimento
durante periodo em que as demais plantas forrageiras tem o seu crescimento comprometido
pelas condicBes climaticas. Com isso, esta silagem atende parcialmente a exigéncia de matéria
seca e nutrientes dos animais (Silva et al., 2017).

Além disso, a ensilagem da palma forrageira permite a colheita de todo o palmal,
uniformizando e aumentando a emissdo de novos cladodios, resultando em elevacdo da
produtividade da materia seca desta cultura. A preservacdo de cladddios secundarios resulta
em aumento na matéria verde (227,67 t ha® ano™?) e matéria seca (23,04 t ha! ano™), se
comparado com os cladddios primarios (173,11 t ha® ano™ de matéria verde e 17,75 t ha*
ano® de matéria seca) (Lima et al., 2015). Este fato se deve ao favorecimento da area
fotossintetica e aumento no nimero de pontos para rebrota (Rego et al., 2014).

Além disso, o processamento dos cladddios liberam a mucilagem, mistura complexa
de polissacarideos constituida por arabinose, galactose, ramnose, e acidos galacturénicos, que
apresentam propriedades osmdticas de absorver os fluidos presentes no material ensilado,
reduzindo as perdas por escoamento do efluente (Saenz, 2000; Matsuhiro et al., 2006;
Sepulveda et al., 2007; Felkai-Haddache et al., 2016).

Segundo Ventura-Aguilar et al. (2017), a mucilagem representa cerca de 14% do peso
seco do cladddio, contendo aproximadamente 30% de agua presente no parénquima de

reserva. Entretanto, as condi¢des de armazenamento influenciam o contetdo da mucilagem,
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uma vez que alteragdes na temperatura provocam a secrecdo lenta protegendo e retardando os
danos causados nos tecidos vegetais.

Assim, quando a palma forrageira € conservada em anaerobiose, ocorre a producao de
acidos orgéanicos (acidos lactico e acético), que tem a funcdo de reduzir o pH da massa
ensilada, inibindo microrganismos indesejaveis. Essa capacidade de reducdo do pH ¢é
influenciada pelas quantidades de carboidratos solUveis em agua e teores de matéria seca do
vegetal. As concentracdes de matéria seca e proteina bruta sdo praticamente inalterados em
silagens que apresentam adequado perfil fermentativo. Por outro lado, os teores de
carboidratos solGveis sdo parcialmente utilizados durante a fermentacdo da massa ensilada
(Oliveira et al., 2013; Silva et al., 2017).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo para ensilagem desta cactécea,
refere-se aos teores de carboidratos soliveis em agua. A palma forrageira apresenta elevados
concentracOes de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose, glicose e galactose)
(Habibi et al., 2004). As bactérias do &cido lactico (BAL) utilizam esses aglcares como
substrato para produzir &cido lactico, resultando em silagens com adequado perfil
fermentativo (Carvalho et al., 2014).

Analisando a composicdo bromatoldgica da palma, pressupde-se uma susceptibilidade
a ocorréncia de fermentacao alcéolica e atuacdo de microrganismos do género Clostridium,
em funcdo dos elevados teores de carboidratos solUveis e baixa concentracdo de matéria seca.
Entretanto, esta cactacea apresenta substancias tamponantes (acidos oxalico, malico, citrico,
malbnico, succinico e tartaricos) que podem inibir a agdo de microrganismos deterioradores,
por meio do tamponamento da massa ensilada, direcionando a fermentacéo para a producgéo
de bactérias lacticas heterofementativas. Desse modo, é necessario mais de 8% de carboidratos
sollveis para elevar as concentracdes de acido latico e minimizar as perdas fermentativas
durante o processo de ensilagem da palma forrageira (Mcitekah, 2008; Abidi et al., 2009;
Petera et al., 2015; Isaac. 2016; Carvalho et al., 2018).

Nogueira (2015) avaliando a ensilagem de palma forrageira aditivada com farelo de
trigo e/ou ureia, observaram valores de pH oscilando entre 3,8 e 4,2, dentro da faixa
considerada ideal para producéo de acido lactico, os quais sdo considerados niveis adequados
para inibir fermentacGes secundarias (Salvo et al., 2013).

Ciirek e Ozen (2004) e Brito et al. (2017) encontraram resultados similares ao presente
estudo ao pesquisarem o perfil fermentativo da silagem de palma forrageira. Os autores
constataram pH médio em torno de 4,0, o que indica silagem com adequado perfil

fermentativo. Macédo et al. (2018) avaliando silagens de racOes a base de palma forrageira,
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observaram que as silagens foram bem fermentadas, porém, com o pH se estabilizando
somente ap6s os 14 dias de ensilagem, o que favoreceu uma producdo razoavel de acido
acético e manteve as silagens estaveis por mais de 48 horas ap0s exposi¢ao ao oxigénio.
Esses baixos valores do pH da silagem de palma forrageira sdo um indicio da adequada
conversao de carboidratos soltveis em acido lactico (Chekir et al., 2013; Gusha et al., 2013;
Gusha et al., 2015). Mokoboki et al. (2016) estudando a fermentagédo e o valor nutritivo da
silagem de palma forrageira, constataram que 46,5 g/kg de MS dos acidos organicos

produzidos era acido lactico, resultando em silagens com pH < 4,0.

2.3 Inoculantes bacterianos como aditivos na silagem

Os aditivos sdo substancias adicionadas no momento da ensilagem que tem como
objetivo estimular a fermentacdo IlActica, inibir fermentacbes por microrganismos
indesejaveis, reter umidade do material e/ou melhorar o seu valor nutritivo (Lala et al., 2010;
Yitbarek e Tamir, 2014).

Os inoculantes microbianos podem ser classificados como bactérias laticas
homofermentativas, heterofermentativas ou a associacdo de ambas. Sua principal funcéo é
melhorar a fermentacdo da massa ensilada e/ou estabilidade aerébia das silagens, inibindo o
crescimento de microrganismos indesejaveis, com consequente diminui¢do das perdas dos
nutrientes da silagem, refletindo no desempenho animal (Carvalho et al., 2014; Joo et al.,
2018). Estes aditivos apresentam-se como ecologicamente corretos, de facil aplicacdo e,
portanto, sdo os mais utilizados no processo de ensilagem (Oliveira et al., 2013; Schreiter et
al., 2014).

As BAL dividem-se em sete géneros: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus e Weissella (Pahlow et al., 2002). Dentre estes, 0
Lactobacillus é o género predominante em culturas forrageiras e silagens (Koc et al., 2017).
As BAL sdo classificadas em trés grupos: Grupo |. Bactérias lacticas homofermentativas
(Embden—Meyerhof—Parnas (glicolitica)), utilizam hexoses no seu metabolismo, tendo como
reacdo final a producdo do acido lactico; Grupo Il. Bactérias lacticas heterofermentativas
facultativas, podendo utilizar as vias homofermentativas e heterofermentativas, e utilizam
hexoses e pentoses. Grupo Ill. Bactérias lacticas heterofermentativas obrigatdrias (6-
fosfogluconato/fosfoquetolase) fermentam pentoses, a produtos como: acido lactico, didxido
de carbono, metanol ou &cido acético (Santos et al., 2013; Eikmeyer et al., 2015).

Nesse sentido, a utilizacdo de inoculantes podem conter cepas de BAL
homofermentativas, como Enterococcus faecium ou Pediococcus acidilactici, e BAL
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heterofermentativas facultativas, como os Lactobacillus plantarum. Espera-se que, a
utilizacdo desses aditivos promovam rapida e eficiente conversdo de carboidratos solUveis em
lactato, promovendo um rapido declinio do pH da massa ensilada, o qual é capaz de controlar
0 crescimento de microrganismos intolerantes a acidez, que reduzem as perdas fermentativas,
bem como elevam a recuperagdo de matéria seca (Baah et al., 2011; Li et al., 2019; Yan et al.,
2019). No entanto, esses inoculantes homolaticos ndo promovem melhoria na estabilidade
aerobia da silagem, uma vez que ndo produzem A&cido acético suficiente para inibir o
crescimento das leveduras (Liu et al., 2019), os quais sdo 0s microrganismos iniciadores do
processo de deterioracdo da massa ensilada ap6s a abertura dos silos.

Assim, os inoculantes obtidos de cepas heterofermentativas obrigatdrias tais como
Lactobacillus brevis e Lactobacillus buchneri, convertem carboidratos soluveis e acido latico
em &cido acético, etanol e didxido de carbono (Borreani et al., 2018), implicando em maiores
concentracOes de acetato se comparado com BAL homofermentativas. Esse &cido apresenta
funcdo antifungica, por isso, inibe o crescimento de leveduras e fungos filamentosos,
consequentemente, a estabilidade aerdbia da silagem é aumentada (Carvalho et al., 2013; Li
etal., 2015).

Recentemente, tem se utilizado suco fermentado da propria planta como inoculante
microbiano. Esse tipo de aditivo € de facil preparo e econdmico se comparado aos aditivos
comerciais, além de poder melhora o perfil fermentativo da silagem, aumentando o0 consumo
e digestibilidade dos nutrientes (Yanti et al., 2019).

Resultados contrarios foram encontrados por Bureenok et al. (2011), onde observaram
que as bactéria lacticas epifiticas presentes em gramineas tropicais (Brachiaria ruziziensis)
sdo predominantemente heterofermentativas, apresentando baixa diversidade de espécies.
Assim, o inoculante produzido apartir destas plantas teve inadequada eficacia, devido a
populacdo de BAL e os teores de carboidratos soltveis presentes na planta serem insuficientes
para garantir fermentacéo lactica.

Segundo Oliveira et al. (2011), o éxito na utilizacdo dos inoculantes depende da
capacidade desses microrganismos em competir e dominar a fermentacdo do material
ensilado. Embora esses aditivos apresentem vantagens de utilizacdo, nem sempre melhoram
o perfil fermentativo da silagem. Isto pode ocorrer devido a elevada diversidade de BAL
presentes na planta, tornando dificil o inoculante se sobressair aos microrganismos presentes
na forragem.

Para garantir viabilidade do inoculante é necessario aplicar quantidades adequadas,

uniformemente em toda a massa, observar a temperatura da mistura do inoculante em agua,
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ndo exceder 35 °C e armazenar o produto segundo recomendagdes do fabricante (Windle e
Kung, 2016).

Assim, diversos fatores estdo relacionados com as vantagens na aplicagdo de um
inoculante, desde a utilizacdo de fertilizantes organicos, época de colheita do material,
populacdo de microrganismos presente na planta e o tempo de fechamento do silo (Weiss et
al., 2016).

2.4 Perfil fermentativo, estabilidade aerdbia e valor nutritivo

Logo apds a compactacdo da forragem no silo, ocorre o consumo do oxigénio
remanescente por enzimas da planta e/ou microrganismos aerobios, tornando o ambiente em
condigdes de anaerobiose. Assim, inicia a fermentacao, onde as BAL, utilizam carboidratos
soltveis no seu metabolismo, resultando na producdo dos acidos organicos, dentre esses
merece destaque o &cido lactico, devido, auxiliar na reducéo do pH, quanto mais rapido ocorre
essa reducdo menores serao as perdas por gases e efluentes (Mohd -Setapar et al., 2012).

Assim, o processo de ensilagem compreende basicamente quatro fases: aerobia,
fermentacdo ativa, estivel e deterioracdo aerdbia. Esta ultima fase, esta relacionada com o
momento em que o silo é aberto para fornecer silagem aos animais, ou quando o oxigénio
entra no silo devido o inadequado local de armazenamento. Deste modo, a exposi¢do ao
oxigénio pode favorecer a proliferacdo de microrganismos deterioradores como fungos
filamentosos e leveduras, acarretando perda de nutrientes da silagem (Sa Neto et al., 2013).

Durante a fermentacdo da massa ensilada ocorre a competicdo por substratos
(carboidratos solUveis e lactato) no interior do silo, ocasionando perdas de matéria seca e
energia. Entretanto, a quantidade dessas perdas depende do microrganismo dominante da
fermentacdo e substrato utilizado. Assim, é fundamental a utilizacdo de aditivos que
promovam a fermentacdo lactica e, consequentemente, diminuam perdas na ensilagem
(Borreani et al., 2018).

As BAL utilizam duas rotas metabdlicas (homolaticas e heterolaticas), ambas, podem
ocorrer simultaneamente durante a ensilagem. A primeira rota metabdlica é a
homofermentativa, como produto final tem-se o lactato, responsavel por conservar os teores
de matéria seca e energia da silagem, resultando em elevada recuperacdo de materia seca.
Entretanto, essas silagens sdo propensas a deterioracdo na abertura do silo. 1sso ocorre devido
a conversao dos carboidratos solGveis em &cido lactico, acidificando rapidamente a massa
ensilada, o que resulta em elevacdo na quantidade de carboidratos sollveis residuais, 0s quais

podem servir de substrato para a crescimento de leveduras. Por outro lado, o rapido declinio
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do pH inibe o aparecimento de clostrideos, reduzindo consequentemente a producéo dos
acidos organicos (acético e propibnico), os quais produzem substancias que inibem o
aparecimento de microrganismos indesejaveis e/ou patogénos (Pahlow et al., 2002; Pan et al.,
2019).

Assim, a utilizacdo de BAL heterofermentativas, devido, converter &cido lactico em
acido acético em condi¢bes de anaerobiose e pH baixo, acarretando em redugdo na
recuperacdo de matéria seca. Por outro lado, o acido acético controla o aparecimento de fungos
filamentosos (mofos) e unicelulares (leveduras) aumentando a estabilidade aerdbia da silagem
(Carvalho et al., 2013; Li et al., 2015; Borreani et al., 2018).

As leveduras (aerobias facultativas), utilizam carboidratos solUveis e posteriormente
acidos organicos no seu metabolismo, causando aumento da temperatura e pH. Tais alteraces,
proporcionam condi¢des ideais para o crescimento de outros microrganismos deterioradores
da silagem. Deste modo, contagens de levedura acima de 10° UFC/grama de massa fresca
pode representar perdas de até 40% de matéria seca, diminuindo a qualidade da silagem
(Borreani et al., 2018; Stoskus et al., 2018).

Para se determinar a estabilidade aerobia de silagens podem ser utilizados dois
critérios: Com base na temperatura (estavel antes de elevar 2 ° C) (Weiss et al., 2016; Romero
et al., 2018) ou no pH das silagens (elevagdo de 0,5 do valor inicial) (Yuan et al., 2016;
Ozduvenetal., 2017). Essa elevacdo no pH ocasiona reducao na concentracdo do acido lactico
na silagem (Jin et al., 2015).

A deterioracdo (perda energetica) € resultado da acdo de microrganismos deletérios,
que influenciam negativamente o valor nutritivo do alimento (Jungbluth et al., 2017). Assim,
os inoculantes heterofermentativos inibem o crescimento de microrganismos relacionados a
estabilidade aerdbia, como as leveduras, principais responsaveis por iniciar a deterioracao
aerobia da silagem (Sa Neto et al., 2013).

Esses microrganismos ocasionam elevadas perdas por gases, contribuindo para
reducdo na recuperacdo de matéria seca e valor nutritivo da silagem (Weiss et al., 2016). Fato
constatado por Moraes et al. (2017), avaliando silagens de cana de agucar com diferentes
inoculantes microbianos ((SC; Controle); SC + Lactobacillus buchneri (LB); SC +
Propionibacterium acidipropionici (PA); SC + P. acidipropionici + Lactobacillus plantarum
(PALP); SC + L. buchneri + P. acidipropionici (LBPA); SC + L. buchneri + P.
acidipropionici + L. plantarum (LBPALP)), observaram que as maiores perdas fermentativas
da silagem de cana de acUcar sdo na forma de gases. Assim, as silagens inoculadas com o L.

Plantarum apresentaram as maiores perdas de matéria seca.
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Gomes et al. (2019) avaliando a silagem de aveia branca (Avena sativa cv. URS
Charrua), observaram que silagens que apresentam acima de 30% de matéria seca sdo mais
propensas a instabilidade aerdbia. Os autores observaram que a utilizacdo do inoculante
Lactobacillus buchneri aumentou a concentracdo de &cido acético (15,1- 69,7 g/kg MS) e a
estabilidade aerdbia (184- 240 hs), entretanto, reduziu os teores de acido latico (40,5- 18,5
g/kg MS), para a silagem controle e com inoculante, respectivamente.

Assim, de acordo com Da Silva et al. (2019), as maiores concentracdes de acido acético
sdo observados em silagens aditivadas com Lactobacillus buchneri, apds 45 dias de
fermentacdo da massa ensilada. Silagens aditivadas com esse inoculante apresentam elevados
teores de &cido acético variando de 3 a 5% MS, quantidades ideais para inibir a proliferacdo
de leveduras e fungos (Nkosi e Meeske, 2010). Contudo, silagens ndo tratadas apresentam
niveis normais de acido acético (1 a 3% MS) (Kung et al., 2018).

Suas concentragdes sdo inversamente proporcionais aos teores de umidade do material
ensilado. Silagens com elevados teores de acido acético apresentam odor suave de vinagre e
cor amarelada, resultantes do metabolismo das bactérias heterofermentativas e também de
diversas bacterias (Kung et al., 2018).

Assim, a deterioracdo aerobia da silagem eleva as perdas de matéria seca e reduz o
valor nutritivo, podendo promover contaminagdo por micotoxinas, as quais influenciam
negativamente a aceitabilidade do alimento pelo ruminante, acaretando diminui¢cdo na
producdo de carne ou leite, além de representar risco para a saude dos animais (Dogi et al.,
2015).

Segundo Ferrero et al. (2019), as aflatoxinas podem estar presentes na planta do milho
e sobreviver a condi¢fes de anaerdbiose, por outro lado, em contato com o oxigénio provocam
elevacdo no pH (>5) e temperatura (35 °C) na silagem, ocasionando redu¢do no consumo e
desempenho produtivo dos animais. Assim, essses microrganismos deletérios estdo
relacionados a qualidade da silagem.

Segundo Nkosi e Meeske (2010), silagens mal fermentadas podem prejudicar a satde
dos ruminantes e sua producdo. Isso ocorre, devido, a presenca de microrganismos como 0S
clostridios, os quais se desenvolvem em silagens com inadequados teores de matérica seca
(<250g/kg) e pH elevado (>5,0). Esses microrganismos produzem substancias toxicas (aminas
biogénicas) e promovem protedlise. Com isso, reduz o valor nutritivo e a aceitabilidade da
silagem, depreciando o consumo da matéria seca pelos ruminantes (Driehuis et al., 2018).
Assim, faz-se necessario elevadas concentracdes de acido lactico para atigir um pH critico

para o crescimento dos clostrideos.



22

Silagens com pH elevado pode favorecer a proliferacdo de diversos microrganismos
como: Bacillus cereus (microrganismo presente no solo), os quais participam da deterioracao
aerobia da silagem, formando didxido de carbono e amonia (Driehuis et al., 2018). Contudo,
silagens bem fermentadas ndo apresentam risco a satde dos ruminantes (Durmaz et al., 2015).

Inoculantes heterofermentativos (Lactobacillus buchneri) produzem a enzima ferulato
esterase, que quebra as ligagOes entre a lignina e a hemicelulose, disponibilizando substratos
para a fermentacdo e reduzindo a concentracdo de fibra da silagem, podendo elevar o consumo
e 0 aproveitamento dos nutrientes (Lara et al., 2016). Entretanto, esses microrganismos podem
reduzir a qualidade da fermentacdo da massa ensilada, devido, elevacéo na concentracdo de
amonia, etanol e redugdo nos teores de proteina da silagem (Jin et al., 2015).

Assim, silagens aditivadas com inoculantes heterolaticos promovem diminuic¢do na
relacdo acido latico:acético, ocasionando reducdo nas concentracdes energéticas da silagem.
Por outro lado, o &cido lactico resultante da fermentacdo é convertido em propionato no
ramen, resultando em disponibilidade de energia para 0s microrganismos ruminais (Grant e
Ferraretto, 2018).

Entretanto, de forma geral o consumo das silagens, é inferior a ingestdo de forragem
in natura, isso porque elevadas concentra¢Ges dos acido organicos produzidos durante a
fermentac&o da silagem, promove decréscimo na disponibilidade de energia, devido a reducéo
dos teores de carboidratos sollveis, causando assim uma restricdo na aceitabilidade da
silagem (Rabelo et al., 2018).

Segundo Weinberg et al. (2003), existem duas hipoteses para tentar explicar a melhoria
no desempenho dos animais alimentados com silagem inoculada. A primeira refere-se a
possibilidade da associacdo de algumas espécies de bactérias lacticas aos microrganismos
ruminais, com isso, melhora a satde ruminal, devido a producéo de bacteriocinas. A segunda
hipdtese é que o adequado perfil fermentativo da silagem inoculada promova melhoria no

desempenho animal.

2.5 Impacto da silagem no consumo e digestibilidade dos nutrientes

O consumo é a varidvel mais importante para determinar a qualidade da silagem.
Sendo influenciado por diversos fatores como: produtos finais da fermentagéo, teor energético
e deterioracdo aerdbia da silagem. Por outro lado, silagens com adequado perfil fermentativo
pode favorecer o consumo, digestibilidade, eficiéncia e resultar na producdo de carne e/ou

leite mais saudaveis (Claffey et al., 2018).
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No entanto, animais alimentados com silagens mal fermentadas, apresentam reducgéo
na aceitabilidade, devido a presenca de inadequados teores de aminoacidos, energia e elevadas
concentracOes de acidos a serem metabolizados. Entretanto, esses efeitos negativos dependem
da associacdo de diversos fatores como: pH (influenciado pelas concentragfes de amonia,
acido acético e substanicias tamponantes), acidez (reduz taxa de passagem e o aproveitamento
da fracdo fibrosa da silagem) e perdas por efluentes. Deste modo, o sabor, cheiro e textura,
influenciam o consumo e a digestibilidade da silagem (Dulphy e Van Os, 1996).

Segundo os mesmos autores, silagens com adequado perfil fermentativo, tem pouco
ou nenhum efeito no consumo se comparado com a forragem fresca ou desidratada. Por outro
lado, Zailan et al. (2018) constataram diferengas nutritivas entre a silagem e a forragem in
natura, do capim elefante. Observaram reducdo nas concentracdes de fibra em detergente
neutro (71,68 a 66,95%), fibra em detergente acido (41,51 a 38,31%) e digestibilidade in vitro
da matéria seca (68,75 a 60,38%) para 0 material fresco e ensilado, respectivamente. Segundo
0s autores, a silagem do capim elefante promove prote6lise e lixiviacdo dos nutrientes na
forma de efluentes, carreando nutrientes como os carboidratos sollveis, resultando em
reducdo no consumo e digestibilidade dos nutrientes.

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos e Kung (2016), onde atribuiram
a reducgdo nutritiva da silagem aos produtos finais da fermentacéo, como os &cidos organicos,
nitrogénio amoniacal e aminas, influenciando diretamente o0 consumo da matéria seca.

Assim, silagens umidas (>70%) que apresentam inadequados teores de matéria seca e
carboidratos solUveis, tem o seu valor alimentar associado a presenca de clostrideos. Sendo
assim, essa silagem acaba sendo proibida em algumas regides da Europa, devido apresentar
risco para a saude dos ruminantes (Wilkinson e Rinne, 2018).

Udén (2017) estudando a composicdo das plantas forrageiras frescas e ensiladas,
observou que a silagem apresenta reducdo nas concentragdes de carboidratos sollveis em
relacdo a planta fresca. Essa quantidade de carboidrato residual é resultante da extensdo da
fermentacdo, o qual depende da presenca de oxigénio, capacidade tamponante da cultura e
inibidores da fermentacdo. Assim, segundo o autor, dentre os fatores que influenciam o valor
nutritivo das silagens sdo: perdas fermentativas; deterioracdo aerobia; diminui¢do nos teores
de carboidratos sollveis; proteolise; acidos e alcoois.

De acordo com Gerlach et al. (2013), a temperatura da silagem influencia
negativamente o consumo voluntario por caprinos. Os autores observaram que na silagem de
milho exposta ao oxigénio por oito dias, ocorre degradacdo do acido lactico, acido acético e

acucares, os quais serviram de fontes energéticas para as leveduras. Por outro lado, promoveu
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elevacdo nas concentracdes dos acidos propi6nico, isobutirico, isovalérico e pH. Assim, esse
periodo de exposi¢ao ao oxigénio promoveu reducdo no consumo de matéria seca em 53% em
comparacao a silagem fresca.

Resultados semelhantes foram encontrados Gerlach et al. (2014), estudando a
exposicdo aerdbia de silagens de gramineas e seu impacto sobre o consumo de matéria seca e
preferéncia por caprinos, observaram que o consumo de matéria seca variou de 566 a 272 g/3
hs de fornecimento. Segundo os autores, essa reducdo na ingestao € devido elevacao nos teores
de nitrogénio amoniacal (122-134 g/kg do N total), e bacterias aer6bias mesdfilas (4,0-4,6 log
10 ufc/g) para as silagens na abertura, e apds oito horas de exposicdo aerobia,
respectivamente. Assim, ocorreu degradacdo da proteina e aminodcidos, produzindo
compostos que prejudicaram 0 consumo e aproveitamento dos nutrientes pelos
microrganismos ruminais.

Assim, faz-se necessario a utilizacdo dos inoculantes microbianos, com intuito de
reduzir as perdas fermentativas e elevar as concentragdes de &cido lactico na silagem.
Entretanto, esse acido pode influenciar aceitabilidade da silagem e os acidos graxos de cadeia
curta no ramen (Rabelo et al., 2017).

Daniel et al. (2018) avaliando o desempenho de vacas em lactacéo, alimentadas com
silagem aditivada com inoculante bacteriano homoléatico, ndo observaram diferenca para o
consumo de matéria seca. Apesar disso, as dietas influenciaram positivamente a
digestibilidade da matéria seca (68,8 a 70,8%) para a silagem controle e aditivada,
respectivamente. Segundo 0s mesmos autores, a utilizacdo do inoculante microbiano,
provavelmente, melhora a digestibilidade do alimento devido as propriedades benéficas do
acido lactico na silagem. Entretanto, ainda ndo se sabe a a¢do do inoculante microbiano no
rimen, sendo necessarios mais estudos avaliando o desempenho animal.

De acordo com Weinberg et al. (2007), a utilizacdo dos inoculante microbianos,
melhora o consumo e a digestibilidade dos nutrientes, provavelmente devido as BAL
promoverem um efeito probioético no ambiente ruminal. Além disso, estas estirpes apresentam
atividade antibacteriana, inibindo microrganismos indesejaveis e/ou patogénos na silagem, no

radmen ou em ambos.

2.6 Inoculantes como probidticos para ruminantes

Os probioticos sdao microrganismos vivos que tem como finalidade restabelecer ou

melhorar a saude intestinal dos animais, devido inibigdo de patdgenos (Han et al., 2012).
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Segundo Ma et al. (2018), recentemente, percebeu-se a necessidade de substituir antibioticos
por probioticos na criagdo de ruminantes.

Estes antibioticos podem ficar acumulados no corpo do animal, podendo ser nocivo
para 0 consumo humano. Por isso, 0s consumidores estdo cada vez mais preocupados com a
seguranca e a qualidade dos produtos animais. Diante disso, procura-se reduzir a utilizagdo de
antibioticos por aditivos como os probidticos, visando melhorar a eficiéncia alimentar,
producédo de carne ou leite e garantir equilibrio ao ecossistema ruminal, devido, os probiéticos
agirem em conjunto com o0s microrganismos ruminais (Vohra et al., 2016).

Assim, pode ser benéfico para salde e também estimular o crescimento dos
ruminantes, pelo fato desses microrganismos se aderirem e colonizarem as células do epitélio
ruminal, promovendo melhoria na absorcdo dos nutrientes, resultando em elevacdo no
desempenho animal (Adjei-Fremah et al., 2018).

Estirpes probidticas apresentam elevada acéo profilatica e mutualista. Entretanto, sua
eficicia depende de diversos fatores como: idade, raca do animal, periodo e forma de
suplementacdo, dosagem e estirpes utilizadas. Sdo obtidos geralmente de bactérias Gram
positivas, pertencentes aos géneros: Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus e
Streptococcus. Com destaque para os Lactobacillus, pois fazem parte da microbiota natural
do trato gastrointestinal dos ruminantes (Ma et al., 2018).

Os inoculantes microbianos como o Lactobacillus plantarum, sdo utilizados como
probioticos na alimentacdo dos ruminantes. Entretanto, o seu modo de acdo ndo é totalmente
compreendido. Essas estirpes podem sobreviver as condi¢des ruminais (temperatura, pH e
acidos graxos de cadeia curta) influenciando positivamente os processos digestivos e
imunoldgicos, acarretando imunidade ao organismo dos animais, resultando em aumento no
consumo, producdo de leite e ganho de peso (Weinberg et al., 2003; Weinberg et al., 2016).

Entretanto, sabe-se que ocorre competicdo das estirpes probioticas com bactérias
nativas ou patogénicas, por sitios de ligacbes competindo por substratos necessarios para
produzir substancias antibacterianas. Com isso, estimula o sistema imunoldgico a inibir
microrganismos como as enterobactérias, reduzindo a incidéncia de diarréia nos animais
(Raabis et al., 2019).

Deste modo, recentemente tem-se priorizado a utilizacao dos Lactobacillus plantarum
em vez de aditivos quimicos no processo fermentativo (Srisesharam et al., 2018), devido
produzir compostos antimicrobianos, tais como: acidos organicos, peroxido de hidrogénio,
diacetil, bacteriocinas e também peptideos antimicrobianos, os quais tem a funcéo de proteger

0 hospedeiro contra patdgenos de origem alimentar (Arena et al., 2016).
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Assim, um dos principais problemas do confinamento de pequenos ruminantes é a
ocorréncia de diarréia, causada pela proliferacdo de microrganismos deletérios, que
contaminam os alimentos e ficam retidos no trato gastrointestinal, prejudicando a absorcao
dos nutrientes, refletindo no desempenho animal (Ferhat et al., 2019). Isso acarreta em perdas
econdmicas, sendo necessario condi¢des sanitarias adequadas e fornecer alimentos livre de
patdgenos.

Por outro lado, o fornecimento dos volumosos in natura pode favorecer a ocorréncia
de patdgenos, provenientes do solo. Entretanto, silagens com adequado perfil fermentativo
sdo livres de patdgenos e toxinas, com isso, fornece nutrientes, além de garantir seguranca e
qualidade dos produtos de origem animal. Deste modo, os inoculantes microbianos podem
apresentar efeitos positivos na fermentacao e/ou apés a abertura do silo. Além disso, algumas
cepas tem a capacidade de inibir patdgenos como as enterobactérias e clostrideos, devido um
rapido declino do pH para valores proximos a 4,0. Assim, impedem a disseminagdo de
microrganimos indesejaveis na fazenda (Queiroz et al., 2018).

Dentre os microrganismos indesejaveis, a Escherichia coli merece destaque por ser
uma bactéria anaerobia facultativa, gram negativa e que habitam normalmente o trato
gastrointestinais dos animais (Tenaillon et al.,2010). Séo classificadas em microrganismos
tipicos e atipicos. Os microrganismos tipicos fazem parte da microbiota intestinal, ndo
causando danos a salde dos animais. Por outro lado, os atipicos apresentam genes de
patogenicidade, resultante de uma lesdo (attaching and effacing (A/E)), provocada pela
aderéncia dessa bactéria no tecido epitelial. Assim, esses microrganismos sao diferenciados
pela presenca ou auséncia de fatores de viruléncia (Martins et al., 2016).

Segundo 0os mesmos autores, em estudo com ovinos (92 cordeiros e 38 animais
adultos), constataram que apenas os cordeiros foram positivos para Escherichia coli
enteropatogénica (zoonose). Essa bactéria produz a toxina shiga, tornando o organismo dos
animais mais susceptiveis a infec¢fes no trato urinario, podendo ocasionar também diarréia
aguda e até a morte dos animais, desde que seu sistema imunoldgico esteja comprometido.

Essa toxina provoca elevada citotoxicidade (destruicdo de células liberando
substancias nocivas) e sindrome hemolitico urémica (reducdo na quantidade de globulos
vermelhos, insuficiéncia renal, diminuicdo nas palquetas e diarréia sanguinolenta). Esse
patdgeno acomete principalmente ovinos, alimentados com dietas contaminados com
enterobactérias. Além disso, pode acarretar doengas graves nos humanos (Martins et al. 2015).

Por outro lado, a inclusdo de elevados teores (>50%) de palma forrageira na dieta

animal causa um efeito laxativo, tornando as fezes itmidas ou causando diaréia ndo patogénica,
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devido elevacao de agua que nédo foi metabolizado pelo organismo animal (Waal et al., 2006).
Além disso, essa cactacea apresenta baixa efetividade da fibra, ocasionando reducdo na
ruminacao, o qual influencia no consumo matéria seca (Alves et al., 2003).

No entanto, apresenta elevados teores de carboidratos e umidade. Assim, quando essa
planta é processada e exposta ao oxigénio por um periodo longo de tempo pode favorecer a
proliferacdo de enterobactérias, as quais podem ser patogénicas, reduzindo consequentemente
a produtividade dos ruminantes (Elghandour et al., 2018).

Assim, para reduzir as concentracdes de carboidratos ndo fibrosos, doencas
metabdlicas e enterobactérias pode-se utilizar o processo de ensilagem (Mariz et al., 2013).
Durante o processo fermentativo, as bactérias lacticas produzem bacteriocinas, as quais inibe
a acdo de microrganismos prejudiciais a silagem e também aos microrganismos ruminais
(Weinberg et al., 2004; Ni et al., 2017).

Para diminuir a incidéncia de problema causada por microrganismos oportunistas é
necessario cuidados com a higiene durante o processo de ensilagem, bem como a utilizacdo
de inoculantes que combatam microrganismos deterioradores (Durmaz et al., 2015; Zielinska
etal., 2015).
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Selecdo de bactérias lacticas na planta e na silagem de Nopalia spp. e seus efeitos na

fermentacao e estabilidade aerobia da silagem

RESUMO

Objetivou-se selecionar estirpes de bactérias acido lacticas (BAL) isoladas da planta e da
silagem de palma forrageira e avaliar seus efeitos na fermentacdo e estabilidade aerdbia da
silagem. Quarenta isolados classificados como BAL foram isolados da planta e da silagem de
palma forrageira e avaliados quanto a producdo de metabolitos e identificados por meio do
sequenciamento do 16S rDNA. Os isolados foram identificados como Lactobacillus
plantarum, Weissela cibaria, Weissella confusa e Weissella paramesenteroides. O uso de
inoculantes néo influenciou (P> 0,05) as perdas por gases e efluentes nas silagens de palma
forrageira. A populacdo de bactérias do &cido lactico (BAL) carboidratos solUveis em agua
(CSA) e nitrogénio amoniacal diferiram (P <0,001) entre as silagens. As silagens inoculadas
com a estirpe GP15 apresentaram a maior populacdo de BAL. As silagens inoculadas com a
estirpe GP1 apresentaram as maiores CSA. As populacdes de enterobactérias, leveduras e
fungos estavam abaixo do limite minimo de detec¢do (<2,0 log ufc / g de silagem) em todas
as silagens estudadas. A diversidade microbiana é observada na silagem de Nopalea ssp, com
predominio de BAL do género Weissella na planta e do género Lactobacillus em silagens de
Nopalea spp. A agéo predominante dos inoculantes foi a maximizagéo da recuperagdo de MS
das silagens, que poderia ser o critério adotado para selecionar as estirpes de BAL para uso

como inoculantes nas silagens de Nopalea spp.

Palavras-chave: acidos graxos volateis, inoculante microbiano, Lactobacillus plantarum

perda de matéria seca



44

Selection of lactic bacteria in plant and Nopalia spp. and its effects on fermentation and

aerobic stability of silage

ABSTRACT

The aim of this study was to select strains of lactic acid bacteria (LAB) isolated from forage
cactus plant and silage and to assess their effects on silage fermentation and aerobic stability.
Forty isolates classified as LAB were isolated from plant and cactus silage and evaluated for
metabolite production, and identified by sequencing of 16S rDNA. The wild isolates were
identified as Lactobacillus plantarum, Weissela cibaria, Weissella confusa and Weissella
paramesenteroides. The use of inoculants did not influence (P > 0.05) the gas and effluent
losses in forage cactus silages. The lactic acid bacteria (LAB) population water-soluble
carbohydrates (CS) and ammonia nitrogen differed (P < 0.001) among the silages. The silages
inoculated with GP15 strain showed the highest LAB population. The silages inoculated with
GP1 strain presented the highest CS. The enterobacteria and yeasts and moulds populations
were below the minimum detection limit (<2.0 log cfu/g silage) in all silages studied. The
microbial diversity is observed in Nopalea spp. silage, with BAL predominance of the genus
Weissella in the plant and of the genus Lactobacillus in Nopalea spp. silages. The predominant
action of inoculants was the maximized DM recovery of the silages, which could be the
criterion adopted to select strains of LAB for use as inoculants in Nopalia a silages.

Keywords: volatile fatty acids, microbial inoculant, Lactobacillus plantarum, Dry matter loss



45

1. Introducéo

A palma forrageira também é reconhecida por sua conservacdo como silagem. Apesar
do elevado teor de umidade, a formagdo de mucilagem pode diminuir a atividade da &gua,
controlando o desenvolvimento de clostridios e enterobactérias, além de reduzir as perdas por
efluentes (Gusha et al.,, 2013; Toit et al., 2018). No entanto, a alta concentracdo de
carboidratos soltveis em agua (CSA) presente na palma pode favorecer o crescimento das
leveduras, resultando em fermentacéo alcodlica e, consequentemente, alta perda de matéria
seca (Gushaetal., 2013; Macédo et al., 2018). No entanto, essas caracteristicas podem resultar
em silagens altamente suscetiveis a deterioracdo apds a abertura do silo, o que pode
comprometer o uso da silagem de Nopalea spp. para alimentacdo animal.

Dadas as limitagbes mencionadas acima e visando a producdo bem sucedida de
silagem de Nopalea spp. de boa qualidade, algumas estratégias de manejo devem ser adotadas.
Inoculantes microbianos sdo amplamente utilizados para essa finalidade e tém sido eficientes
em promover melhorias durante o perfil fermentativo e garantir que a forragem seja
adequadamente preservada (Kleinschmit e Kung, 2006; Schmidt et al., 2009; Carvalho et al.,
2014; Silva et al., 2018). Sifeeldein et al. (2018) citam que inoculantes produzidos a partir de
estirpes de bactérias acido laticas (BAL) adaptadas as condicBes especificas da planta
forrageira, podem ser utilizadas para melhorar a eficiéncia da fermentacdo da silagem.

No entanto, nenhuma pesquisa anterior avaliou o potencial de culturas laticas isoladas
da Nopalea spp. como inoculantes para silagem. No presente estudo, foi hipotetizado que as
estirpes de BAL isoladas de silagem de palma forrageira poderiam melhorar o padréo de
fermentacdo e aumentar a estabilidade aerobia das silagens de palma. Para testar esta teoria,
estirpes de BAL isoladas de palma forrageira e silagem foram selecionadas e avaliadas quanto
aos seus efeitos na fermentacdo da silagem e na estabilidade aerdbica.

2. Material e Métodos

2.1. Isolamento e caracterizacdo de BAL a partir de silagem e da planta de palma

forrageira

2.1.1. Localizacédo e preparacao da silagem
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O estudo foi realizado no Laboratorio de Forragem do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal da Paraiba (Campus Il, Areia, Paraiba, Brasil), localizado na
microrregido do Brejo Paraibano (6 © 57'46 " S, 35 © 41’31 "W).

Amostras de toda a planta da espécie Nopalea cochenillifera Salm-Dyck cv. Miuda foi
obtida da Agéncia Estadual de Pesquisa Agropecuaria da Paraiba (EMEPA-PB) no municipio
de Tacima, Paraiba, Brasil, localizada na mesorregido do Agreste Paraibano (6 © 29'16 'S, 35
© 38'13” W), com idade de rebrotacdo de com 2 anos, todos os cladddios foram coletados,
preservando apenas o cladddio primario por planta.

A palma forrageira foi cortada em um comprimento tedrico de 2 cm utilizando-se uma
colhedora JF-92 Z10 (JF Agricultural Machinery, S&do Paulo, Brasil) e acondicionada em
baldes plasticos de polivinil (PVC) (mini-silos de 15 cm de didametro e 40 cm de
comprimento). Os mini-silos foram armazenados a temperatura ambiente e abertos depois de

60 dias da ensilagem.

2.1.2. Isolamento e identificacdo de BAL

As BAL foram isolados de 25 g das forragens frescas que foram homogeneizadas com
225 mL de solucdo de Ringer estéril (Ring Solution®, Oxoid, England, Hampshire), com
auxilio de liquidificador industrial por cerca de 1 minuto. Posteriormente, foram preparadas
diluicBes em série de 10 vezes em agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Difco, Séo Paulo,
Brasil), utilizando placas de fluidos, e incubadas a 37 ° C por 48 horas antes da enumeragé&o.
As colbnias foram contadas em placas que tinham 30 a 300 unidades formadoras de col6nia
(ufc).

A partir de placas com MRS contendo coldnias bem isoladas, a raiz quadrada da
contagem total de colonias foi tomada aleatoriamente para identificagdo (Holt et al., 1994).
Os isolados foram ainda purificados por col6nias individuais em estrias em agar MRS
contendo parpura de bromocresol e CaCOz como indicadores. Todos as BAL foram detectadas
por uma col6nia amarelada e uma zona clara causada pela dissolu¢do de CaCOs. Os isolados
foram cultivada em agar MRS para posterior purificao por riscagem em agar MRS. As culturas
pré selecionadas crescidas em 5 mL de caldo MRS a 37 ° C durante 18 h, foram utilizadas
para sequenciamento do gene de DNA ribossomico 16S (rDNA). Primeiro, o DNA foi
extraido usando um kit comercial (kit de Purificacdo Genomic DNA Wizard®, Promega,
Madison, WI, EUA) com as seguintes modificagdes. As amostras foram centrifugadas (Mikro
200R, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) a 10.000 x g por 5 min e lavadas com solucao salina
a 0,85%. As células foram ressuspensas em 480 ul de EDTA 50 mM e imediatamente
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adicionadas a 50 pl de lisozima 50 mg / ml. A concentragcdo de DNA genémico foi avaliada
em um espectrofotbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) e
estocado a —20 ° C até o uso. A regido de codificacdo da sequéncia do gene 16S rDNA foi
amplificada por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em um termociclador de PCR
(Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha).

As sequéncias do gene 16S rDNA foi amplificada por PCR, utilizando iniciadores
universais P027F (5 'GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e 1492R (5 TACGG (C / T)
TACCTTGTTACGACTT 3') (Heuer et al., 1997 ). A reacdo de PCR foi realizada em tubos
de microcentrifuga contendo 50 uL da seguinte mistura de reacdo: DNA (aproximadamente
60 ng); tampdo da reagdo 10X (Tris-HCI 0,1 mol / L, pH 8,0 e KCI 0,5 mol / L); MgCI2 (1,5
mmol / L, pH 8,0); mistura de dNTP (Promega); DNA polimerase GoTag® (Promega);
primers (0,6 umol/L de PO27F e 1492R, respectivamente) e agua milli-Q autoclavada. As
condigdes das reacOes foram as seguintes: 94 ° C /5 min; 30 ciclos (desnaturagéo: 94 ° C/ 30
s; 60 ° C /30 s); polimerizagéo: 72 ° C / 2 min; extensdo final a 72 ° C /5 min. A mistura da
reacdo de PCR foi verificada por eletroforese em gel de agarose (2%) com tampéao Tris-borato-
EDTA (Thermo Scientific). As bandas foram visualizadas sob luz UV ap06s coloragdo com 0,5
mg/ mL de brometo de etidio. O produto de PCR foi enviado para Macrogen © (Seoul, Korea)
para purificagdo e sequenciamento. Pesquisas de similaridade de sequéncia foram realizadas
usando o banco de dados GenBank DNA e a ferramenta bésica de busca de alinhamento local
para nucleotideos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As seqliéncias do gene 16S rRNA
que apresentaram uma similaridade maior que 97% foram consideradas pertencentes a mesma

unidade taxonémica operacional (Altschul et al., 1990).

2.1.3. Pré-selecdo de estirpes de BAL com base na producdo de metabdlitos no caldo
MRS

Quarenta isolados classificados como BAL foram isolados de silagem e da planta de
palma forrageira e avaliados quanto a producdo de metabdlitos. Os isolados também foram
examinados pela coloracdo de Gram e atividade da catalase (Tabela 1).

Para avaliar a capacidade de producdo de acido lactico e acido acético, os isolados
foram cultivados em caldo MRS a 37 °C por 24 hs. Posteriormente, o indculo foi padronizado
para uma densidade oOptica de 1,0 a 600 nm, utilizando um espectrofotémetro.
Subsequentemente, 0,1 mL deste inoculo foi adicionado a 50 mL de caldo MRS e depois

armazenado a 35 ° C durante 24 hs. Apds a fermentagdo, amostras das culturas foram coletadas
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para avaliar a producdo de metabolitos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Siegfried
etal., 1984).

Para avaliar as linhagens em silos experimentais, 10 linhagens de BAL foram
escolhidas com base na capacidade de producédo de &cido lactico e acido acético. Cinco das
BAL selecionadas produziram mais &cido lactico do que &cido acético (GP21, GP22, GP23,
GP24 e GP31) e cinco outras produziram mais acido acético do que acido lactico (GP1, GP2,
GP3, GP5 e GP15).

2.2. Avaliacgao das estirpes nas silagens experimentais

2.2.1. preparacéo de silagem

A silagem foi preparada a partir de palma forrageira recém-colhida de plantas com
aproximadamente 24 meses de idade. A palma forrageira foi cortada a um comprimento
tedrico de 2 cm usando uma colheitadeira de forragem JF-92 Z10 (JF Agricultural Machinery).
Trés quilos de material picado foram misturados aos inoculantes e acondicionados em baldes
plasticos de PVC (mini-silos de 15 cm de diametro e 40 cm de comprimento). Os silos de
PVC foram equipados com a valvula de Bunsen (que permitia a saida de gas) e 1,5 kg de areia
no fundo (para drenar o efluente). Em seguida, os silos foram selados, pesados e armazenados
em area coberta a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 60 dias. Quatro repeticdes foram
preparadas para cada tratamento.

A silagem foi produzida utilizando 10 estirpes de BAL selecionadas do primeiro
experimento (seccdo 2.1.3), com inoculantes. A silagem sem inoculante foi usada como
controle. Para todos os tratamentos, a taxa de aplicacdo tedrica foi de 1,0 x 10° ufc/g de
forragem fresca. Os inoculantes microbianos foram primeiro plaqueados em 4gar MRS para
confirmar a sua viabilidade, e foram utilizadas quantidades apropriadas dos inoculantes para
atingir a taxa de aplicacdo desejada. Todos os inoculantes foram inicialmente dissolvidos em
50 mL de agua destilada pura e depois pulverizados uniformemente sobre a forragem, sob
mistura constante. A mesma quantidade de agua usada para dilui-los foi aplicada no material
néo tratado. Um pulverizador foi utilizado para cada tratamento, para evitar a contaminagédo

cruzada.

2.2.2. Coleta de amostras
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No momento da ensilagem e no dia da abertura do silo, retiraram-se 300g MN da
forragem fresca e de cada mini-silo. As amostras de forragem fresca foram analisadas para as
populacbes microbianas, matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra
em detergente neutro (FDN) e extrato etéreo (EE) (Tabela 2).

Para as populacdes microbianas, 25 g da forragem fresca e 25 g da silagem de palma
foram homogeneizados com 225 mL de solucdo de Ringer estéril (Oxoid) em um misturador
industrial por 1 min. O pH do extrato de agua foi aferido. Uma porc¢éo do extrato de agua foi
filtrada através de uma dupla camada de gaze em um tubo estéril, para analises microbianas.
Outra porcdo do extrato aquoso foi acidificada com H2SO4 a 50% (pH <2,0) e congelada para
posterior analise. Para a enumeragdo, isolamento e identificacdo, foram feitas diluicdes em
série na solucdo de Ringer estéril. Para a contagem de BAL, as amostras foram plaqueadas
em MRS (Difco) utilizando placas de petri e incubadas a 37 ° C durante 48 hs antes da
contagem. As enterobactérias foram enumeradas por amostras de plagueamento em agar de
bile vermelho violeta (Difco) e incubadas como descrito acima para BAL. Os mofos e
leveduras (ML) foram quantificados por meio da técnica de pour-plating em agar batata-
dextrose (Difco) que foi acidificada pela adicdo de 1,5% de acido tartarico a 10% (p/ v) e as
placas foram incubadas. a 25 ° C por 5 d. As colonias foram contadas a partir de placas de
diluicdes apropriadas contendo 30 a 300 ufc.

As concentragdes de MS (método 934.01), MM (método 930.05),PB (método 984.13)
e EE (método 920.85) foram determinadas conforme descrito pela Associacdo de Quimicos
Analiticos Oficiais (AOAC, 1990). As amostras foram analisadas para FDN, segundo Mertens
(2002), e CSA, conforme detalhado por Nelson (1944).

Além disso, amostras da silagem também foram avaliadas quanto ao pH, nitrogénio
amoniacal (N-NHs) (Detmann et al., 2012), capacidade tamponante (Playne e McDonald,
1966), acidos graxos volateis (Siegfried et al. , 1984) e perda de MS (Zanine et al., 2010).

A estabilidade aerdbica de cada silo foi determinada adicionando 3 kg de uma amostra
de silagem ao seu respectivo silo e expondo-a ao oxigénio a 22 ° C. As temperaturas foram
medidas a cada 10 min, usando-se registradores de dados (Escort Mini; Impac, Sdo Paulo,
Brasil) inseridos na massa de silagem no centro geométrico usando uma régua. Cada silo foi
coberto com uma dupla camada de gaze esterilizada para evitar contaminacgéo e secagem da
silagem, mas permitindo que o ar se infiltrasse na massa da silagem. A estabilidade aerdbia
foi definida como o nimero de horas em que a silagem permaneceu estavel antes de um
aumento de 2 ° C na temperatura da silagem (Kleinschmit e Kung, 2006). Os pesos das

silagens foram registrados antes e aos 4 dias ap0s a exposicdo aerdbia, para calcular a perda
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de MS. As amostras de silagem exposta aerobicamente foram analisadas quanto a composic¢ao

guimica e microbianas como descrito acima para forragens e silagens frescas.

2.3. Andlise estatistica

Todos os dados microbianos foram transformados em unidades de log e apresentados
com base no peso umido. Os dados quimicos sdo fornecidos com base na MS. A normalidade
dos residuos e a homogeneidade das variancias foram testadas pelo procedimento
UNIVARIATE. O experimento que avaliou a fermentacdo anaerobia foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 11 tratamentos e quatro repeticGes. A analise
estatistica foi realizada utilizando os procedimentos PROC MIXED do SAS (versdo 9.4, SAS
Institute, Inc., Cary, NC, EUA, 2012). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott.
Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos usando 0,05 como o nivel de
probabilidade critico para um erro do tipo I.

3. Resultados
3.1. Isolamento, identificacdo e pré-selecdo de estirpes de BAL

Todas as estirpes isoladas de plantas e silagens foram classificadas como gram
positivas e catalase negativas (Tabela 1). As concentracfes de &cido lactico (AL) e &cido
acético (AA) variaram de 186,98 a 1866,62 mg / dm3 e de 46,38 a 594,60 mg / dms3,
respectivamente (Tabela 3). Todas as estirpes apresentaram similaridade de sequéncias igual
ou superior a 96% quando comparadas ao banco de dados do GenBank utilizando o algoritmo
BLAST (National Center for Biotechnology Information, Maryland, EUA). Os isolados foram
identificados como Lactobacillus plantarum, Weissela cibaria, Weissella confusa e Weissella
paramesenteroides. As espécies BAL mais prevalentes de palma forrageira e silagens foram
Lactobacillus plantarum (65%) (Tabela 4).

3.2. Perda de MS e perfil fermentativo

O uso de inoculantes ndo influenciou (P> 0,05) as perdas por gases e efluentes nas
silagens de palma forrageira. Nas silagens inoculadas com as estirpes GP1, GP3, GP5, GP15,
GP21, GP22, GP23, GP23, GP24 e GP31, foram encontradas maiores MS residuais em

comparagdo com o controle (Tabela 5).
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Os inoculantes ndo afetaram (P> 0,05) o &cido latico, &cido acético, relagdo acido
latico/ &cido acético, acido propidnico, acido butirico, pH e capacidade tamponante das
silagens (Tabela 6). O CSA e o N-NHz diferiram (P <0,001) entre as silagens. As silagens
inoculadas com a estirpe GP1 apresentaram os maiores teores de CSA. O uso de estirpes GP5,
GP15, GP21, GP22, GP24 e GP31 e silagens controle resultaram em silagens com teores

semelhantes de N-NHz, que foram maiores que nas demais silagens (Tabela 6).

3.2.2. Caracteristicas quimicas e microbioldgicas da silagem

Os inoculantes ndo afetaram (P> 0,001) a MS, MM e a FDN das silagens (Tabela 7).
A PB e EE diferiram (P <0,01) entre as silagens. As silagens inoculadas com as estirpes GP1,
GP2, GP3, GP5 e GP31, apresentaram teores de PB semelhantes entre si e ndo diferiram da
silagem controle e foram superiores as encontradas nas silagens inoculadas com GP15, GP21,
GP22, GP23. e GP24. As silagens inoculadas com as estirpes GP2, GP15 e GP 21
apresentaram os maiores teores de EE.

A populacdo de BAL diferiu (P <0,001) entre as silagens (Tabela 8). As silagens
inoculadas com a estirpe GP15 apresentaram a maior populacdo de BAL. As populacdes de
enterobactérias e ML estavam abaixo do limite minimo de detec¢do (<2,0 log ufc / g de
silagem) em todas as silagens estudadas. Os inoculantes ndo afetaram a estabilidade aerébia

das silagens de palma forrageira (Tabela 8).

4. Discussao

BAL sdo microrganismos gram positivos, catalase negativos e ndo formadores de
esporos, e seu metabolismo resulta em alta producédo de acido lactico (AL) (Reina Asa et al.,
2010).

Inoculantes microbianos produzidos a partir de estirpes de BAL homofermentativo
apresentam potencial para conversdo de CSA em lactato; diminuindo assim o pH da massa
ensilada. No entanto, algumas silagens podem favorecer o desenvolvimento de ML na
abertura do silo, considerando necessario o uso de inoculantes heterofermentativos que
produzem ndo apenas AL, mas também AA, uma vez que possui propriedades antifingicas
(Carvalho et al., 2014).

A presenca das especies de L. plantarum isoladas da planta pode ser considerada um
potencial inoculante, pois favorece a producdo de AL, promovendo a rapida acidificacdo da
massa ensilada, inibindo microorganismos deletérios (Tabela 4).
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BAL epifitica converte rapidamente CSA em 4cidos organicos, diminuindo
rapidamente o pH da silagem (Xu et al., 2017). Segundo 0os mesmos autores, algumas estirpes
utilizadas como inoculantes podem competir com BAL presente na planta. Portanto, torna-se
fundamental selecionar espécies que sobrevivam ao longo do processo de ensilagem (Xu et
al., 2017).

O presente estudo verificou que a estirpe GP26, identificada como pertencente as
espécies de Weissella cibaria - uma BAL heterofermentativa obrigatéria - embora nao
pertencente ao grupo dos maiores produtores de acido acético, foi selecionada no final do
processo de fermentacdo. N&o foi utilizada como inoculante devido, néo ter atingido os
resultados esperados. Além disso, vale ressaltar que W. cibaria é classificada entre as espécies
com atividades antimicrobiana e antifungica (Ndagano et al., 2011). A sobrevivéncia desta
espécie nas condi¢des acidas do silo pode inibir microrganismos indesejaveis no material
ensilado e melhorar a estabilidade aerdbica.

A identificacdo de estirpes da microbiota epifitica e apds a fermentacdo da massa visa
a producédo de inoculante microbiano, capaz de promover um perfil fermentativo adequado.
Além disso, pode reduzir as perdas de gases e efluentes, acarretando maior recuperacdo de
MS da silagem de Nopalea spp, além de aumentar a estabilidade aerdbia das silagens.

Silagens com menos de 30% de MS podem ndo favorecer microrganismos deletérios,
como os clostrideos. Essa situagdo ocorre quando a fermentacdo é predominantemente
realizada pelas BAL, que inibe a acdo de microrganismos intolerantes a acidez da silagem,
resultando em diminuigdo das perdas fermentativas e aumento da recuperagdo da MS (Kung
Jr. etal., 2018).

Ao analisar a composi¢do quimica da Nopalea spp, ela seria presumivelmente
considerada uma planta propensa a altas perdas, principalmente devido ao reduzido teor de
MS. Além disso, o alto teor de acucar pode levar a uma fermentacdo excessiva,
predominantemente realizada por leveduras. No entanto, quando processado, a Nopalea spp.
libera um gel viscoso chamado mucilagem (substancia rica em polissacarideos: arabinose,
galactose, xilose, ramnose, glicose e &cido urdnico) (Felkai-Haddache et al., 2015; Kalegowda
et al., 2016) , que é hidrofdbico e evita 0 escoamento da agua retida da planta, reduzindo as
perdas por efluentes (Toit et al., 2018).

A formacdo da mucilagem influencia diretamente a retencao dos liquidos presentes na
massa ensilada, inibindo as perdas fermentativas e, consequentemente, resultando em elevada
recuperacdo da MS (Monrroy et al., 2017). Uma vez que o problema relacionado a producéo

de efluentes € minimizado pela presenca de mucilagem, o foco pode estar no uso de
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inoculantes para evitar a fermentacdo alcodlica ou mesmo a fermentacéo por enterobactérias.
Desse modo a atuacdo dos inoculantes no aumento da recuperacdo de matéria seca, se deve,
provavelmente a um controle mais efetivo da fermentacdo (Gusha et al., 2015).

Segundo Arriola et al. (2015) e Pholsen et al. (2016), para melhorar o perfil
fermentativo da silagem, um inoculante homofermentativo deve ser utilizado, pois diminui o
pH rapidamente devido a alta producéo de acido lactico, resultando em baixas perdas de MS.
Em contraste, o inoculante heterofermentativo apresenta resultados positivos na abertura do
silo, devido a producdo de acido acético que controla a proliferacdo de ML.

Neste contexto, uma caracteristica interessante da silagem de Nopalea spp. é a elevada
concentracdo de AA, favorecendo o crescimento de BAL heterofermentativa pelo lento
declinio do pH das silagens, devido a presenca de substancias tamponantes, como oxalico,
malico, citrico, &cido maldnico, succinico e tartarico que resulta do metabolismo &cido das
crassulaceas (Abidi et al., 2009; Petera et al., 2015; Isaac, 2016). Alguns destes acidos podem
exercer acdo antifungica, que estd associada ao elevado teor de AA que garante alta
estabilidade aerdbia da silagem de Nopalea spp, como observado no presente estudo, uma vez
que nenhuma das silagens avaliadas quebrou a estabilidade aerobia durante as 99 hs de
exposicdo ao oxigénio.

A Nopalea spp. apresenta elevadas quantidades de CSA em sua composi¢do (125,0 g
/ kg), favorecendo maior producdo de AL em relacdo aos demais &cidos. Por outro lado, todas
as silagens apresentaram altas concentracdes de AA, 0 que pode ser atribuido a uma reducao
menos significativa do pH das silagens, favorecendo o crescimento de BAL
heterofermentativa na fase inicial do processo de ensilagem. Este fato € interessante porque,
considerando que todas as silagens apresentaram concentragdes de AA proximas ou acima de
10 g / kg, elas podem ser aerobicamente estaveis (Kung et al., 2001).

O teor de N-NHz estd relacionado a proteolise que ocorre durante o processo de
fermentacdo, resultante do crescimento de microrganismos indesejaveis, como clostridios e
enterobactérias (Muck, 2010). Costa et al. (2016) afirmam que as silagens bem fermentadas
devem apresentar teores de N-NHz abaixo de 100 g / kg de nitrogénio total. Desta forma, as
silagens de Nopalea spp. apresentaram adequado perfil fermentativo, uma vez que as
proporcdes de N-NHz para o total de nitrogénio estavam na faixa de 0,99 a 2,63.

A hidrolise protéica ocorre durante a fermentacdo da massa ensilada, gerando
moléculas, como compostos nitrogenados sollUveis, amdnia, aminoacidos livres e peptideos
bioativos, que possuem fungdes relacionadas as caracteristicas probidticas dos L. plantarum

(Crowley et al., 2013 Li et al., 2018). Sob condicGes limitadas de nutrientes, as BAL pode
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derivar a energia necessaria para 0 seu metabolismo a partir do catabolismo desses
aminoacidos. No entanto, este sistema varia entre as estirpes da mesma espécie e diferentes
espécies de BAL (Shah et al., 2017; Ke et al., 2018). O reduzido teor de proteina pode ser
indicativo da atividade proteolitica de algumas estirpes utilizadas no presente estudo, o que
requer investigacdo adicional no nivel de expressdo génica para confirmar o desempenho de
enzimas proteoliticas sintetizadas por essas estirpes.

Quantidades menores de BAL foram encontradas no final do periodo de fermentagédo
quando comparadas com a planta in natura, fato também evidenciado por varios autores
(Moon et al., 1981; Alli et al., 1983; Pedroso et al., 2005; Filya e Sucu, 2010). Em geral, as
BAL se multiplicam rapidamente nos primeiros dias de fermentagdo, coincidindo com o
periodo de intensa acidificacdo da silagem (Li et al., 2015). Segue-se uma tendéncia de
reducdo, com consequente estabilizacdo da populacio BAL (Pedroso et al., 2005; Avila et al.,
2009; Filya e Sucu, 2010).

Por outro lado, observou- se que havia enterobactérias e ML presentes no final do
processo fermentativo. O valor do pH e os niveis de acidos organicos explicam este resultado,
uma vez que o pH final foi abaixo do recomendado para enterobactérias (Weirich et al., 2018).
Além disso, a presenca de uma quantidade razoavel de fermentacao acética pode ter inibido
populagdes fungicas, especialmente leveduras. Kung et al. (2018) menciona que a silagem
certamente ser& aerobicamente estavel se houver controle efetivo das leveduras durante todo
0 periodo de fermentacao.

Outro fato a considerar em relacdo a ensilagem de Nopalea spp. € a alta densidade
obtida em funcdo da presenca de mucilagem, que agrega as particulas da planta, expelindo
rapidamente o oxigénio do silo, contribuindo também para a inibi¢do das populac¢des fungicas.

A analise dos resultados obtidos confirmou que a inoculacdo cumpriu sua funcédo de
desencadear a fermentacdo lactica e minimizar as perdas fermentativas, enquanto o alto teor
de 4cido acético contribuiu para garantir a estabilidade aerdbia das silagens avaliadas. E
evidente que a elevada quantidade de CSA contribui para a acidificagdo da massa ensilada,
enguanto o tamponamento atrasa um pouco a acidificacdo, levando ao alto consumo de
acucares e aumentando as perdas de MS. A inoculacdo provavelmente acelerou a acidificacao,
assim, garantindo elevada recuperacdo de MS ao final da fermentacdo. A ensilagem da
Nopalea spp. com inoculantes da microbiota autoctone é demonstrada como uma técnica
altamente eficiente.

Mesmo assim, mais estudos devem ser realizados para explorar o potencial desses

microrganismos como inoculantes. Principalmente, investigar sua constituicdo genémica e
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outras caracteristicas favoraveis que essas estirpes podem agregar ao processo de silagem de

Nopalea spp. ou até mesmo outras forrageiras utilizadas para ensilagem.

5. Conclusdes

A diversidade microbiana é observada na silagem de Nopalea spp, com predominio de
BALdo género Weissella na planta e do género Lactobacillus em silagens de Nopalea spp.

A acdo predominante dos inoculantes foi a maximizacdo da recuperacdo de MS das
silagens, o que poderia ser o critério adotado para selecionar as estirpes de BAL para uso como
inoculantes em silagens de Nopalea spp.
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Tabela 1.Morfologia e caracteristicas bioquimicas dos isolados da planta e da silagem de

palma forrageira.

Isolado Forma Coloracgéo de Gram Atividade de Catalase
cf0_1 Bacillus + -
cfo 2 Bacillus + -
cf0_3 Bacillus + -
cf0_ 4 Bacillus + -
cf0 5 Bacillus + -
cfO 6 Bacillus + -
cfo 7 Bacillus + -
cf0_8 Bacillus + -
cf0 9 Bacillus + -

cf0_10 Bacillus + -

cf0_11 Bacillus + -
cf0_12 Bacillus + -
cf0 13 Bacillus + -
cfO_14 Bacillus + -
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cf0_15 Bacillus + -

cf0_16 Bacillus + -

cf0_17 Bacillus + -

cf0_18 Bacillus + -

cfo 19 Nd?! + -

cf0_20 Bacillus + -
cs60 21 Bacillus + -
cs60 22 Bacillus + -
cs60 23 Bacillus + -
cs60_24 Bacillus + -
cs60 25 Bacillus + -
cs60_26 Bacillus + -
cs60_27 Bacillus + -
cs60 28 Bacillus + -
cs60_29 Bacillus + -
cs60_30 Bacillus + -
cs60 31 Bacillus + -
cs60_32 Bacillus + -
cs60 33 Bacillus + -
cs60 34 Bacillus + -
cs60_35 Bacillus + -
cs60 36 Bacillus + -
cs60 37 Bacillus + -
cs60_38 Bacillus + -
cs60 39 Bacillus + -
cs60 40 Bacillus + -

Nd, ndo detectado; cf, forragem de palma; cs, silagem de palma

Tabela 2. Composicdo quimica e populagbes microbianas em palma forrageira antes da

ensilagem.
Item
Composic¢ao quimica (g/kg de DM)
Matéria Seca (g/kg de matéria fresca) 206.35
Matéria Mineral 83.48
Proteina bruta 66.16
Extrato etéreo 34.66
Fibra detergente neutro 117.94
Carboidratos Soltveis em Agua 125.0
Microrganismos (logo ufc! por g de matéria fresca)
Bactérias do acido lactico 6.64
Leveduras e Mofos 5.47
Enterobactérias 5.76

L unidades formadoras de colénias.



61

Tabela 3. Contetido (mg/ dm?3) de acido lactico (AL), acido acético (AA), relagdo acido lactico
/ acido acético (AL/AA) e pH por estirpes de BAL em caldo MRS.

Estirpe BAL AL AA AL/ AA pH?3
cfo_1* 206.40 570.83 0.36 4.79
cfo_2* 885.17 594.60 1.49 4.84
cfo_3* 1180.99 451.38 2.61 4.89
cfo_4* 1171.44 355.26 3.29 5.24
cf0_5* 1097.54 136.98 8.01 4.59
cf0_6 1272.38 267.77 4.75 5.06
cfo_7* 935.49 46.38 20.17 4.85
cf0_8 536.22 192.13 2.79 4,94
cf0_9 186.98 134.62 1.39 4.94

cf0_10! 2042.05 240.50 8.49 5.14
cf0_11 1184.32 207.69 5.70 4.97
cf0_12 906.43 212.87 4.26 5.02
cf0_13 1027.02 90.84 11.30 5.01
cf0_14 446.09 189.35 2.35 4.97
cfo_15! 947.22 532.96 1.78 7.82
cf0_16 1064.66 100.36 10.61 4.47
cf0_17 1074.73 158.79 6.77 4.81
cf0_182 1042.32 73.63 14.16 4.44
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cfo 19! 960.81 133.04 7.22 4.65
cf0_20 421.38 207.11 2.03 4.95
cs60_212 1604.99 82.29 19.50 4.35
cs60_22? 1316.39 69.75 18.87 4.36
cs60_ 232 1450.64 64.71 22.42 4.35
cS60_242 1672.25 77.37 21.61 4.35
cs60_25 1497.57 49.30 30.37 4.43
cs60 261 1317.07 485.03 2.71 4.37
cs60_27 1636.46 93.03 17.59 4.31
cs60_28 298.56 55.86 5.34 4.63
cs60_29 1866.62 114.57 16.29 4.44
cs60_302 1511.13 71.04 21.27 4.34
cs60_312 1419.78 67.24 21.11 4.36
cs60 322 1296.65 110.75 11.71 4.39
cs60_33 1282.88 97.52 13.15 4.38
cs60_34 1365.88 112.42 12.15 4.37
cs60_35 1423.10 95.40 14.91 4.38
cs60_36 1401.22 89.56 15.64 4.37
cs60_ 372 1680.59 72.73 23.11 4.41
cs60 382 1409.94 73.71 19.13 4.39
cs60_39? 1627.51 81.25 20.03 4.36
cs60_40 1503.11 79.99 18.79 4.33

Cf = palma forrageira; cs = silagem de palma; * estirpe com maior producio de acido lactico; ? linhagens com
maior producéo de &cido acético; 3pH= Potencial hidrogeni6nico

Tabela 4. Isolados, similaridade de espécies bacterianas e codigo de acesso ao GenBank de

BAL isolados de palma forrageira e silagens.

Cadigo de acesso

Isolados Espécies Similaridade (%) GenBank .
GP1 Weissella confusa 99 XWEDUG6KAO015
GP2 Lactobacillus plantarum 96 XWK3VBWV015
GP3 Weissella confusa 99 XWJZWCY4014
GP4 Weissella paramesenteroides 99 XWG4J3Y4014
GP5 Weissella confusa 98 XWJIVYX6XD14
GP7 Lactobacillus plantarum 98 XWGSB8M4015

GP10 Weissella confusa 97 XWG9P2BX01R
GP15 Weissella paramesenteroides 97 XWEKSX3M014
GP18 Lactobacillus plantarum 98 XWHHGDBV015
GP19 Lactobacillus plantarum 99 XWGDW63601R
GP21 Lactobacillus plantarum 98 XWJIBWKAV015
GP22 Lactobacillus plantarum 99 XWJ5A2F7014
GP23 Lactobacillus plantarum 98 XWJIN6V6S01R
GP24 Lactobacillus plantarum 98 XWJHOMTEO15
GP26 Weissela cibaria 97 XWGY2HDTO1R
GP30 Lactobacillus plantarum 98 XWES854EZ014
GP31 Lactobacillus plantarum 99 XWJD8VB801R

GP37 Lactobacillus plantarum 98 XWHRW4FN015
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GP38 Lactobacillus plantarum 96 XWJOPVEHO014
GP39 Lactobacillus plantarum 98 XWHDNH33014

Identificacdo baseada no gene de ~ 1.500 pares de bases que codificam uma porcdo do 16S rDNA.* As cepas
com identificacdo de GP1 a GP19 foram isoladas de plantas. Cepas com identificacdo de GP21 a GP39 foram
isoladas de silagens.

Tabela 5. Efeitos do inoculante microbiano nas perdas de gas e efluente e na recuperagdo de

matéria seca da silagem de palma

Estirpes BAL PG (kg MN)  PE(k) /EgMI\iV)
Controle sem inoculante 9.272 9.96% 893.0°
GP1 W. confusa 5.822 6.03? 961.22
GP2 L. plantarum 7.722 10.472 884.9P
GP3 W. confusa 5.81° 6.162 939.12
GP5 W. confusa 5.922 3.95% 941.02
GP15  W. paramesenteroides 6.35° 6.31° 959.42
GP21 L. plantarum 5.512 9.15% 952.92
GP22 L. plantarum 3.662 4.812 976.92
GP23 L. plantarum 4.432 4.722 931.3?
GP24 L. plantarum 3.552 3.992 973.42
GP31 L. plantarum 5.432 4.91° 969.3?
P-value 0.77 0.12 <0.001
SEM 2.15 1.80 1.44

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente. BAL, bactérias do acido lactico; PG, perdas de
gés; PE, perdas de efluentes; RMS, recuperacdo de matéria seca;MN, matéria natural, MV, matéria fresca
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Tabela 6. Efeitos do inoculante microbiano sobre as concentra¢des de acido latico (AL), &cido acético (AA), acido propidnico (AP), &cido butirico
(AB), relacédo acido lactico:acido acético (AL/AA), carboidratos soltveis em agua (WSC), nitrogénio amoniacal (N-NHs) e capacidade tampéo

(CT) de silagem de palma

N-

H 1 1 1 1 1 3

Estirpe BAL AL AA AP AB AL/AA! CSA pH NHa/TN2 CT

controle sem inoculante 64,8 14,0 0,12 0,008 4,63 92,7° 4,07 2,092 0,07
GP1 W. Confusa 58,9 11,6 0,06 0,009 5,07 123,62 4,19 1,77° 0,09
GP2 L. Plantarum 53,1 12,6 0,09 0,008 4,21 79,1° 4,04 1,53° 0,09
GP3 W. Confusa 56,9 12,3 0,07 0,011 4,62 73,9° 4,15 1,58° 0,10
GP5 W. Confusa 53,9 10,4 0,08 0,008 5,18 48,11 4,03 1,902 0,10
GP15 W. Paramesenteroides 52,2 11,5 0,07 0,007 4,53 69,8° 3,95 2,562 0,10
GP21 L. Plantarum 56,3 10,8 0,04 0,007 5,21 66,9° 4,16 2,632 0,08
GP22 L. Plantarum 67,4 11,4 0,04 0,008 5,91 96,6° 3,87 2,252 0,10
GP23 L. Plantarum 54,3 10,2 0,06 0,008 5,32 47,94 4,04 0,99¢ 0,08
GP24 L. Plantarum 49,0 9,8 0,05 0,009 5,00 79,4° 3,94 2,082 0,14
GP31 L. Plantarum 58,3 11,3 0,05 0,008 5,16 45,9¢ 4,07 1,942 0,08
P-value 0,55 0,27 0,32 0,06 0,15 <0,001 0,86 <0,001 0,13

EPM 0,58 0,10 0,02 0,0007 0,36 0,42 0,13 0,19 0,01

Valores em uma mesma coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes. = expresso em g/kg de matéria seca; 2 = expresso em g/kg NT= Nitrogénio total;
3= expresso em mEq NaoH/ 100g de MS.
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Tabela 7. Efeitos do inoculante microbiano na composicao quimica (g / kg de MS) da silagem

de palma

Estirpe BAL MS MM!  PB! EE! FDN!
Controle  sem inoculante 194.62 92.12 67.22 57.7° 114542
GP1 W. Confusa 20552  83.2%  63.12 47.0¢ 104.80?
GP2 L. Plantarum 201.00 84.3% 67.22 79.72 126.782
GP3 W. Confusa 203.5%  87.3%  62.0° 65.8° 121.572
GP5 W. Confusa 202.9°  80.1* 65.0°2 70.9° 124.65?
GP15 W. paramesenteroides 207.7*  78.8% 56.7° 77.02 116.12%
GP21 L. Plantarum 205.00  86.7%  49.6" 84.0° 124.872
GP22 L. Plantarum 207.2%  86.6° 49.7° 68.7° 121.642
GP23 L. Plantarum 22388 82.3% 557P 65.1° 124.782
GP24 L. Plantarum 209.1* 86.3% 54.7° 48.3¢ 107.572
GP31 L. Plantarum 211.8? 80.08 59.82 33.5° 105.752

P-value 0.41 0.40 0.03 <0.001 0.87

SEM 0.69 0.25 0.30 0.20 10.45

Os valores em uma coluna com diferentes letras sdo significativamente diferentes. MS = matéria seca; MM=
matéria mineral; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; NDF = fibra em detergente neutro



67

Tabela 8. Efeitos do inoculante microbiano em populacdes microbianas (log cfu/g silagem) e

estabilidade aerobia da silagem de palma

Levedura Estabilidade

Estirpe BAL BAL Enterobactérias -
e mofos aerobia (h)
Controle S€M inoculante 450" <2.00 <2.00 > 96
GP1 W. Confusa 251 ¢ <2.00 <2.00 > 96
GP2 L Plantarum 439 b <200 <200 > 96
GP3 W Confusa 456 b <200 <200 > 96
GP5 W. Confusa 3.66 <2.00 <2.00 > 96
w. . . <2.00 <2.00
GP15  paramesenteroides 5.57 ' ' > 96
GP21 L. Plantarum 371°¢ <2.00 <2.00 > 96
GP22 L. Plantarum 285 d <2.00 <2.00 > 96
GP23 L. Plantarum 4.38 b <2.00 <2.00 > 96
GP24 L. Plantarum 363°¢ <2.00 <2.00 > 06
GP31 L. Plantarum 371 °¢ <2.00 <2.00 > 06
P-value <0.001 - - -
SEM 0.08 - - -

Os valores na coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes.
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Capitulo 11

Avaliacdo da palma in natura e silagem de palma forrageira na alimentacdo de ovinos
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Avaliacdo da palma in natura e silagem de palma forrageira na alimentacdo de ovinos

RESUMO

O experimento foi conduzido com o objetivo de comparar a palma in natura e ensilada com e
sem inoculante microbiano na dieta de ovinos, por meio da avaliagio do consumo,
digestibilidade de nutrientes, balango nitrogenado e sintese de proteina microbiana, bem como
contagem de enterobacterias fecais. Foram utilizados 20 ovinos sem padrédo racial definido,
ndo-castrados com, aproximadamente, 6 meses de idade e peso inicial médio de 23,48 £ 2,40
kg, os quais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (Palma forrageira in natura processada duas vezes ao dia, na hora do fornecimento
(PF1); palma forrageira in natura processada uma Unica vez pela manha e fornecida duas vezes
ao dia (PF2); silagem de palma sem inoculante (SPF); silagem de palma com inoculante
microbiano (SPFI) e cinco repeti¢@es por tratamento. O periodo experimental teve duragéo de
21 dias. A utilizagdo da palma forrageira na forma de silagem (SFP e SPFI) resultou em maiores
(P < 0,05) consumos de matéria seca, matéria organica, fibra em detergente neutro, extrato
etéreo, carboidratos ndo fibrosos e nutrientes digestiveis totais. Quanto aos coeficientes de
digestibilidade, o uso de SFP e SPFI também promoveram maior digestibilidade da matéria
seca, matéria organica, bem como dos nutrientes digestiveis totais. Observou-se também
menores contagens de enterobactérias fecais para os animais alimentados com silagem de palma
com e sem inoculante. Por outro lado, néo foi verificado efeito (P > 0,05) das dietas sobre o
balanco de nitrogénio, eficiéncia microbiana, perdas do nitrogénio urinario, fecal e eficiéncia
microbiana. A utilizacdo da silagem de palma forrageira promove reducdo na contagem de

enterobactérias, melhorando o consumo e digestibilidade dos nutrientes.

Palavras-chave: cactacea, ensilagem, inoculante microbiano, ruminante



70

Evaluation of spineless-cactus silage and fresh spineless cactus food in sheep

ABSTRACT

The experiment was conducted with the objective of comparing the in natura and ensiled palm
with and without microbial inoculant in the sheep diet, by means of the evaluation of the
consumption, nutrient digestibility, nitrogen balance and microbial protein synthesis, as well as
count of fecal enterobacteria . Twenty females with no defined breeding pattern were used,
which were not castrated at approximately 6 months of age and had a mean initial weight of
23.48 + 2.40 kg, which were distributed in a completely randomized design with four treatments
(forage palm in (PF1), unfiltered palm silage (SPF), palm silage with microbial inoculant (PF1),
fresh forage palm processed once a day, (SPFI) and five replicates per treatment, the
experimental period lasted for 21 days The use of forage palm in the form of silage (SFP and
SPFI) resulted in higher (P <0.05) intakes of dry matter, organic matter, fiber in neutral
detergent, ethereal extract, non-fibrous carbohydrates and total digestible nutrients.As for the
digestibility coefficients, the use of SFP and SPFI also promoted greater digestibility of dry
matter, matter organic matter, as well as total digestible nutrients. There were also lower counts
of fecal enterobacteria for the animals fed with palm silage with and without inoculant. On the
other hand, no effect (P> 0.05) of diets on nitrogen balance, microbial efficiency, losses of
urinary nitrogen, fecal and microbial efficiency were observed. The use of forage palm silage

promotes a reduction in the enterobacteria count, improving nutrient intake and digestibility.

Keywords: Cactaceous, Ensiling, Microbial inoculant, Ruminant

Introducéo
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A producdo de ruminantes em regides semiaridas é afetada pelas oscila¢Ges climaticas
ao longo do ano, sendo necessario a utilizacdo de plantas persistentes ao déficit hidrico, como
€ 0 caso da palma forrageira. Esta espéecie apresenta elevados teores de agua e carboidratos nao
fibrosos. Com isso, o produtor pode substituir parcialmente o concentrado energético por esta
cactacea (Aguilar-Yarfiez et al., 2011; Costa et al., 2012; Rodrigues et al., 2016; Herrera et al.,
2017), resultando em diminuicao dos custos de producdo, principalmente nos confinamentos.

A palma forrageira apresenta baixos teores de matéria seca (MS) (8,32- 10,8%) e PB
(5,42-7,54%), porém com elevados teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) (46,00- 47,37%)
e minerais (Costa et al., 2012; Lopes et al., 2017). Dentre os minerais, sdo constatados elevados
teores de célcio (13-40 g/kg de MS) e baixo teor de fésforo (0,99- 2,79 g/kg de MS) em sua
composicdo, proporcionando uma elevada relacédo célcio:fosforo, podendo acarretar problemas
renais e redugdo no consumo de materia seca e nutrientes (Vazquez-Mendoza et al., 2016).

Quando utilizada na forma de silagem, a palma forrageira pode proporcionar algumas
vantagens agronémicas e operacionais, uma vez que a ensilagem de palma, permite a colheita
de todo o palmal, uniformizando e aumentando a capacidade de rebrotacdo e,
consequentemente, a produtividade, além de diminuir a mao-de-obra com colheita e
fornecimento periddico, ao longo do periodo de estiagem.

Estudos promissores vem sendo conduzidos no Brasil avaliando a utilizagdo da palma
forrageira, na forma de racdo completa ou ensilada com gramineas (Macédo et al., 2017;
Macédo et al., 2018; Nobre et al., 2018). Alguns autores também verificaram que quando
colhida a partir do segundo ano de rebrotacéo, em funcédo da presenga da mucilagem, que reduz
as perdas por efluente e da sua quantidade de carboidratos sollveis, tem sido possivel obter
silagens de palma bem fermentadas (Mokoboki et al., 2016; Monrroy et al., 2017; Sa et al.,
2018).

No entanto, um problema recorrente observado nos confinamentos, principalmente de
caprinos e ovinos jovens, tem sido a ocorréncia de diarreias associadas ao manejo alimentar.
Alguns autores relacionam esse disturbio a baixa quantidade de fibra em detergente neutro das
dietas (Gebremariam et al., 2006; Costa et al., 2012; Pinho et al., 2018). Outros autores,
consideram que pode haver diarreia em funcéo da presenca de oxalato na palma forrageira. No
entanto, alguns trabalhos apontam para o fato de que quando compondo uma dieta total, a
guantidade de oxalato ndo seria suficiente para acarretar diarreias nos animais (Gouveia et al.,
2015)

Assim, é hipotetisado que a presenca de microrganiamos patogénicos, tais como

algumas enterobactérias pode ser uma das causas desses disturbios, 0 que poderia acarretar
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efeitos negativos no desempenho dos animais. Callaway et al. (2010) demonstrou que dietas
com alto grdo permitiu o aparecimento de espécies patogénicas de Escherichia coli, no rimen
e fezes de bezerros, o que resultou em diarreia e queda do desempenho dos animais.

A palma forrageira apresenta elevada quantidade de carboidratos ndo fibrosos,
semelhantemente aos grdos energéticos, bem como alta umidade, proporcionando condic¢Ges
favoraveis ao crescimento das enterobactérias quando processada e fornecida no cocho. Isso
pode representar uma condicdo ainda mais comprometedora quando alguns produtores
processam a planta para compor as dietas uma Unica vez ao dia, para fornecer em todos os
horérios. Esse manejo pode resultar em estimulo do crescimento de varias enterobactérias,
principalmente quando a higiene ndo é adequada, muitas das quais podem ser patogénicas e
resultar em diarreias, comprometendo assim o consumo e o0 aproveitamento dos nutrientes pelos
ovinos confinados.

A atividade das enterobactérias poderia ser mitigada com o manejo adequado de
fornecimento de alimento, pois € sabido que nenhuma enterobactéria é observado em ambientes
com pH em torno de 4,0 (Muck, 2010; Zheng et al., 2017; Rosa et al., 2018), valor que tem sido
encontrado em silagens de palma. Dessa forma, seria possivel evitar a inoculagdo desses
microrganismos no rimen dos ovinos alimentados com esta silagem. Além disso, 0 processo
de ensilagem promove uma pequena redugéo do teor de carboidratos ndo fibrosos, o que poderia
reduzir os riscos de acidose ruminal, prevenindo a proliferacao de enterobactérias oportunistas.
Portanto, também € assumido que o uso de inoculante microbiano poderia incrementar 0s
efeitos benéficos da ensilagem, principalmente ao se utilizar uma estirpe de bactéria lactica
isolada da propria palma forrageira.

O presente estudo foi realizado para testar a hipotese de que os elevados teores de
carboidratos ndo-fibrosos e umidade da palma forrageira triturada com diferentes tempos de
fermentacdo promove a proliferacdo de bactérias patogénicas, causando diarreia. Portanto, a
utilizacdo da silagem de palma forrageira na dieta de ovinos podem indicar possiveis efeitos
benéficos sobre o consumo e a digestibilidade dos nutrientes, evitando disturbios digestivos
causados pelas bactérias patogénicas em comparagdo com a palma in natura.

Assim, objetivou-se avaliar o efeito da palma in natura e silagem de palma com e sem
inoculante microbiano quando fornecidos na dieta de ovinos sem padrdo racial definido
(SPRD), por meio da avaliagdo do consumo, digestibilidade de nutrientes, balango nitrogenado

e sintese de proteina microbiana, bem como contagem de enterobécteria fecal.

Material e Métodos
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Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa para o uso de animais da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (nimero do protocolo N°004/2018/IPeFarM). Dessa
forma, todos os procedimentos adotados seguiram 0s principios éticos da experimentacédo
animal. O experimento foi realizado entre os meses de novembro a dezembro de 2017 na
Fazenda Experimental de Pendéncia pertencente a Empresa de Pesquisa Agropecudria da
Paraiba S.A (EMEPA), no municipio de Soledade-PB, Brasil (7°8’18” S e 36° 27’ 2” W; 534
m de altitude).

Foram utilizados 20 ovinos SPRD, ndo-castrados, com aproximadamente seis meses de
idade e peso inicial médio de 23,48 * 2,40 kg. Os animais foram alojados em baias individuais
contendo bebedouro e comedouro, localizado em um galpéo de alvenaria com piso de concreto.
Agua e o suplemento mineral foram fornecidos a vontade. O experimento teve duracio de 31
dias, e foi precedido por 10 dias de adaptacdo dos animais ao ambiente, ao manejo e as dietas,
e 21 dias destinados para a coleta de dados. Durante o periodo de adaptacdo todos 0s animais
foram vacinados contra Clostridiose e tratados contra endo e ectoparasitas. Para manutengao da
salde dos animais todos os dias as instalacdes passaram por um processo de limpeza para
remocdao dos dejetos, sendo 0s mesmos armazenados em esterqueira.

Os pesos dos animais foram utilizados com o objetivo de calcular o ofertado e ser
procedido o ajuste das sobras. A palma utilizada na ensilagem e fornecida in natura foi
proveniente da variedade gigante (Opuntia ficus-indica) colhida na Fazenda Experimental de
Pendéncia pertencente a Empresa de Pesquisa Agropecuaria da Paraiba S.A (EMEPA), situada
no municipio de Soledade — PB, Brasil. A planta estava com idade de rebrotacéo de dois anos,
colhendo-se todos os cladddios, com exce¢do do cladodio priméario de cada planta.

Para a confeccdo da silagem, as plantas foram processadas em uma fatiadora com
sistemas de navalhas, que permite processar os cladédios em cubos de 4 cm?2. Em seguida, as
plantas foram pesadas de acordo com cada tratamento e, posteriormente, a massa Umida
ensilada em sacos experimentais com 25 kg de massa fresca por saco.

O inoculante utilizado na ensilagem consistiu de 1 cepa heterofermentativa facultativa
(Lactobacillus Plantarum) e 1 heterofermentativas obrigatéria (Weissella Confusa), escolhidas
com base no perfil fermentativo do experimento anterior com palma forrageira. Dessa forma,
o0s inoculantes foram anteriormente reativados em 10 mL de caldo MRS por 24 horas, a 30°C
conforme metodologia descrita por Avila et al. (2009). Foram utilizados 2,49 mL de caldo
MRS, diluidos em 600 mL de 4gua destilada estéril e borrifados em 25 kg da massa no momento
da ensilagem, com o objetivo de se aplicar 1 x 108 unidades formadoras de col6nia por grama

de forragem. Com relagdo a silagem que ndo continha o inoculante, foi aplicada a mesma
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quantidade de agua destilada no momento da ensilagem. Os silos foram abertos apds o periodo
de armazenamento de 30 dias.

Os ovinos foram alimentados com dietas compostas de palma forrageira in natura,
silagem de palma com e sem inoculante, feno de Tifton-85, farelo de milho, farelo de soja,
ureia, suplemento mineral, cloreto e sulfato de amdnia, com uma relagdo concentrado:volumoso
de 35:65 (com base na matéria seca). A fracdo volumosa foi composta de 4,4% de feno de tifton
e 95,6% de palma in natura ou ensilada.

As dietas foram formuladas de modo a serem isonitrogenadas (10% de proteina bruta)
permitindo um ganho médio diario de 150 gramas, de acordo com National Research Council
(NRC, 2007).

A avaliacdo da composicdo bromatoldgica dos ingredientes, sobras e fezes coletados
durante o periodo experimental foi realizada no Laboratorio de Analise de Alimentos e Nutricéo
Animal (LAANA) do Centro de Ciéncias Agrérias pertencente a Universidade Federal da
Paraiba (CCA/UFPB), apds secagem das amostras em estufa de 55° C por periodo de 72 horas
e moagem das mesmas em moinho do tipo Willey utilizando-se peneira de 1 mm.

A determinacéo dos teores de matéria seca (MS) foi realizada segundo método INCT -
CA G-003/1), matéria mineral (MM - método INCT-CA M-001-1), proteina bruta (PB - método
INCT-CA M-001/1), extrato etéreo (EE - método INCT-CA G-004/1). Para as analises de
determinacéo da fibra em detergente neutro (FDN) utilizou-se o0 método (FDN- INCT-CA F-
002/1) e a fibra em detergente acido (FDA - INCT-CA F-004/1). A celulose e lignina foram
determinadas por hidrolise &cida (método INCT-CA F-005/1), (INCT-CA F-005/1), proteina
insolivel em detergente neutro (PIDN - método INCT-CA N-004/1) cinza insolGvel em
detergente neutro (CIDN- método INCT-CA M-002/1), proteina insoltivel em detergente acido
(PIDA- método INCT-CA N-005/1), conforme metodologias descritas por Detmann et al.
(2012) (Tabelas 1e 2).

A concentracdo de fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteinas (FDNcp)

foi determinada pela equacao:

%FDNcpms = %FDN- (%PIDNwms + %CIDNws).

Os teores de hemicelulose (HEM) foi calculado a partir da subtragdo do FDNcp pela
FDAp. A concentracdo dos carboidratos ndo-fibrosos (CNF) foi obtida pela equacédo, conforme
proposto por Detmann et al. (2012):

CNF =100 - (%PB + %FDNcp + EE + MM)
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A concentracdo de CNF nas dietas foi estimada pela equacéo descrito por Hall (1998),
COmo segue:

NFC =100 - [(% PB -%PB derivada da uréia +% ureia) +% NDFap +% EE + MM].

Adicionalmente, o pH e o teor de nitrogénio amoniacal das silagens foram medida de
acordo com Bolsen et al. (1992) e os niveis de &cido lactico e acético na silagem foi determinada
conforme proposto por Ranjit e Kung Jr. (2001). Os seguintes valores foram observados nas
silagens ndo inoculadas: pH: 4,1; nitrogénio amoniacal: 0,9% do total de N; &cido lactico: 50 ¢
/ kg de DM; e &cido acético: 28 g/ kg de MS. Para o silagens inoculadas, os seguintes resultados
foram obtidos: pH: 4,0; nitrogénio amoniacal: 0,8% do total de N; &cido lactico: 58 g / kg de
MS; e acido aceético: 23 g / kg de MS.

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (as 08:00 e 16:00 horas) em porgdes
iguais, de modo a garantir, aproximadamente, 10% de sobras. Os alimentos, sobras e fezes
foram coletados nos 16°, 17° e 18° dias do periodo experimental.

A coleta das fezes foi realizada direto da ampola retal dos animais, para determinagéo
da digestibilidade dos nutrientes. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até a
realizacdo das analises laboratoriais. As amostras foram homogeneizadas e feitas uma amostra
composta por animal. Em seguida, esse material foi colocado em estufa de circulagdo forcada
com temperatura de 55°C, por 72 horas, logo ap6s esse periodo esse material foi triturados em
moinho tipo Willey, com peneira de crivo de 1,0 mm, sendo armazenados em recipientes com
tampa ate a realizacéo das anélises laboratoriais.

Foram incubados amostras de sobras, fezes e alimentos em um bovino fistulado por
264 horas. Foram utilizados sacos (TNT — 12,0 x 8,0 cm), em triplicata contendo
aproximadamente 4 gramas do material, com particulas de 2,0 mm (Casalli et al., 2008). Em
seguida, as amostras foram pesadas para obtencéo da MS fecal (PMSF). Sequencialmente foram
realizadas as analise da fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) segundo a metodologia
descrita por Detmann et al. (2012).

A producédo de matéria seca fecal foi determinada utilizando-se a seguinte formula:

PMSF = consumo do indicador (kg) / concentracéo do indicador nas fezes (%0)

A partir PMSF, foram determinados os coeficientes de digestibilidade (CD) de MS, MO,
PB e FDN, os quais foram calculados utilizando-se a seguinte formula:
CD =[(g de nutriente consumido — g de nutriente nas fezes) / (g de nutriente

consumido)] x 100.
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O consumo dos nutrientes digestiveis totais (NDT) foi calculado através da seguinte
formula:
NDT (%) = PBd + FDNcpd + CNFd + EEd * 2,25.
Em que: Proteina bruta digestivel (PBd); Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e
proteina digestivel (FDNcpd); Carboidrato ndo fibroso digestivel (CNFd); Extrato etéreo
digestivel (EEd).

Foram coletadas amostras spot da urina dos animais no 21° dia do periodo experimental
quatro horas ap6s a primeira alimentacdo, durante mic¢do espontanea. Sequencialmente, a urina
foi filtrada e aliquotas de 10 mL foram retiradas e diluidas imediatamente em 40 mL de &cido
sulfurico a 0,036N (Valadares et al., 1999), evitando destruicdo bacteriana dos derivados de
purinas e a precipitacao do acido urico, e armazenadas a —15 °C em potes plasticos identificadas
para posteriores analises de creatinina, derivados de purina e nitrogénio total.

A excrecdo diéria de creatinina (mg/kg de PC) foi determinada pela multiplicacdo da
concentracdo de creatinina pelo peso corporal médio de cada ovino, dividido pela concentracédo
de creatinina (mg/L), como demonstrado a seguir:

EDC = CCT (mg/L) X VU (L) / PC (kg)

Onde: EDC = excrecdo diaria de creatinina (mg/L) (coleta total); VU = o volume
urinario; PC = peso corporal do animal (kg).

Foi considerado que cada animal excreta 17,05 mg de creatinina por kg de peso corporal
(Pereira, 2012) e, a partir da concentracgao de creatinina, na amostra spot da urina, foi calculado
0 volume diario excretado como demonstrado a seguir:

VU (L) = EDC/Ccspot

Para determinacdo do balango de compostos nitrogenados (BN), foi obtido a diferenca
entre o total de nitrogénio ingerido (N-total) e o total de nitrogénio excretado nas fezes (N-
fezes), e na urina (N-urina). A determinagéo do nitrogénio total nas fezes e na urina foi feita
segundo metodologia descrita pela AOAC (1990).

Os teores urinarios de alantoina, xantina e hipoxantina foram determinados segundo
Chen & Gomes (1992). As concentragdes de acido Urico e ureia na urina foram determinadas
utilizando-se kits comerciais (Bioclin®).

Para determinacdo da excrecéo total dos derivados de purina, realizou-se a soma da
alantoina, acido Urico, xantina e hipoxantina. A quantidade de purinas microbianas absorvidas
(X, mmol/dia) foi estimada a partir da excrecdo de derivados de purinas totais (Y, mmol/dia),
por meio das equacOes propostas por Chen & Gomes (1992), para ovinos:

Y=0,84X+ (0,150 PV ® g-0.25%)
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Em que: Y é a excrecdo de derivados de purinas (mmol/dia); e X corresponde as purinas
microbianas absorvidas (mmol/dia).

O fluxo intestinal de N microbiano (g NM/dia) foi estimado a partir da quantidade de
purinas absorvidas (X, mmol/dia), segundo a equacdo descrita por Chen & Gomes (1992):

NM = X (mmol/d) x 70 =0,727X 0, 83 x 0,116 x 1000

Assumindo-se a digestibilidade de 0,83 para as purinas microbianas, a relacdo 0,116 de
N purina: N total e o contetido de N das purinas de 70 mg N/mmol.

A eficiéncia de sintese de proteina microbiana foi obtida por meio da divisdo da sintese
de proteina microbiana (g/dia) com o consumo de nutrientes digestiveis totais (kg/dia). Foram
coletadas fezes diretamente da ampola retal, durante cinco dias consecultivos, essas amostras
foram identificadas e armazenada em freezer a -20 °C para posterior analise. Foi determinado
o escore fecal dos animais de acordo com a consisténcia, variando de 0 (consisténcia normal) a
4 (consisténcia aquosa) segundo a metodologia de Rosalinski-Moraes et al. (2012).

As Enterobactérias foram quantificadas nas amostras de fezes, palma in natura e
ensiladas. Todas as coletas ocorreram no 14° dia do periodo experimental. As fezes foram
colhidas diretamente da ampola retal duas horas apds a alimentagdo matinal. No caso da planta
fresca, amostras da palma processadas no manh& e tarde foram coletados antes de serem
fornecidos. Todas as amostras foram armazenadas em recipientes estéreis e identificado. Estes
foram transportados em sacos refrigerados para o laborat6rio onde a contagem microbiolégica
foi realizada.

Para a contagem microbiana, 10 g de amostras de alimentos e fezes foram adicionados
a 90 mL de uma solucéo salina previamente esterilizada. Apos agitacdo por 1 min, a solugéo
obtida diluida em série (10! a 10°°), sempre realizando homogeneizacdo prévia do material
antes da coleta da aliquota. Foi utilizado o meio de cultura agar vermelho violeta bile (VRB), e
as placas foram incubadas por 24 horas a temperatura de 37°C. Foram contabilizadas as
colbnias nas placas que apresentaram entre 30 e 300 unidades formadoras de coldnias.

As contagens de enterobactérias da planta variou de 5,1 log ufc /g e 5,8 log ufc / g para
as amostras colhidas de manhd@ e a tarde, respectivamente. Nenhum crescimento de
enterobactérias foi observado em nenhuma das silagens.

Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento (PF1) duas vezes
ao dia; palma forrageira processada somente pela manha (PF2); silagem de palma forrageira
sem inoculante (SPF); silagem de palma forrageira com inoculante microbiano (SPFI) e cinco

repeticdes.
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O seguinte modelo foi utilizado:
Yij=p+Ti+ei
em que:
Yij = valor observado da variavel dependente; i; u = média geral; Ti = efeito das dietasi (i =1
a 3); el = erro experimental associado a aplica¢do do tratamento i na repeticéo j.
Os dados foram interpretados, estatisticamente, por meio de analise de variancia

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados

Na Tabela 3 observa-se que os maiores (P<0,05) consumos de matéria seca, matéria
organica, fibra em detergente neutro, extrato etéreo, carboidrato ndo fibroso e nutrientes
digestiveis totais expressos em gramas/dia, foram observados para os animais alimentados com
silagens, ndo se observando diferencas entre as silagens inoculada e sem inoculante. Por outro
lado, ndo foi verificado efeito (P>0,05) das dietas nos consumos de MS e FDN, quando
expressos em gramas/quilo de peso corporal. Também néo se verificou efeito do manejo de
fornecimento da palma in natura (P > 0,05) sobre o0 consumo dos nutrientes.

Houve efeito das dietas (P < 0,05) sobre os coeficientes de digestibilidade da matéria
seca, matéria organica e nutrientes digestiveis totais (tabela 4). Entretanto, ndo foi observado
efeito nas digestibilidades de PB, FDN, EE.

Os animais alimentados com silagem de palma sem inoculante apresentaram maior
digestibilidade da matéria seca (862,84 g/kg), quando comparados com a palma forrageira
processada uma Unica vez ao dia, mas ndo diferiu dos demais tratamentos. O mesmo
comportamento foi observado para a digestibilidade da matéria organica. Com relacdo ao NDT
das dietas, os maiores valores (P < 0,05) foram observados para os animais alimentados com
silagem de palma e silagem de palma inoculada (769,93 e 748,55 g/kg, respectivamente). Porém
a media observada para os animais alimentados com silagem de palma inoculada foi semelhante
(P > 0,05) aguela observada para os animais alimentados com palma forrageira processada na
hora do fornecimento (724,73 g/kg).

O balanco de nitrogénio, produgéo e eficiéncia microbiana ndo foram influenciadas (P
> 0,05) pela inclusdo da palma in natura ou ensilada (Tabela 5).

As perdas do nitrogénio urinario e fecal ndo foram afetadas (P > 0,05) pelas dietas, o
que provavelmente ocorreu devido as dietas terem sido formuladas de modo a serem

isonitrogenadas (Tabela 2), permitindo que os consumos de proteina (Tabela 3) fossem
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equilibrados com as excrecOes pelas fezes e urina dos animais (Tabela 5). A eficiéncia
microbiana (g PB/kg NDT), também nao diferiu (P > 0,05), entre as dietas, com valores médios
de 77,68.

Conforme observado no grafico 1, o material ensilado com e sem inclusdo de inoculante
bacteriano apresentou as menores (P < 0,05) contagens de enterobactérias fecais (5,48 e 5,20)
em comparacao as contagens de enterobactérias em ovinos alimentados com palma forrageira
fornecida in natura, o que comprova a hipotese de reducdo da contaminagcdo com

enterobactérias em funcdo da ensilagem da palma forrageira.

Discussao

O processo de ensilagem permitiu melhorar o consumo e a digestibilidade de alguns
nutrientes, o que permite ser levantadas algumas possiveis explicacdes. E sabido que silagens
mal fermentadas podem afetar negativamente o consumo de nutrientes quando comparado com
forragens in natura, porém no caso da silagem de palma observa-se um adequado perfil
fermentativo com elevado teor de &cido lactico e reduzidos teores de &cido butirico e amoénia,
0 que segundo Ellis et al. (2016), s&o os principais inibidores do consumo. Considera-se entéo
que as silagens utilizadas ndo promoveram efeito negativo sobre 0 consumo dos nutrientes em
funcdo de suas carateristicas fermentativas.

Por outro lado, a explicagédo da reducdo do consumo de nutrientes pode se dar por
caracteristicas nutricionais, como elevado ou muito reduzido teor de fibra em detergente neutro
ou excesso de carboidratos ndo fibrosos. Verificando-se a composicdo quimica das dietas,
constata-se que os valores estdo muito proximos entre as dietas, além das mesmas terem se
mantido isonitrogenadas. Os valores de fibra em detergente neutro de todas as dietas estéo
acima do limite minimo de 250 g / kg de MS sugerido por Kozloski et al. (2006) e os de
carboidratos ndo fibrosos estdo abaixo do limite maximo de 44 g / kg de MS segundo Sousa et
al. (2018).

Outros autores, pressupde-se que 0s maiores consumos de nutrientes das dietas com
silagem se devem realmente ao controle do crescimento de microrganismos indesejaveis na
planta, prevenindo assim, distarbios ruminais e metabélicos que poderiam afetar o consumo de
nutrientes (Arthur et al., 2010; Adam, K. e Brulisauer, F. 2010; Muck, 2010; Stanford et al.,
2014; Dijkstra et al., 2016; Kafantaris et al., 2016). A reducdo na contagem de enterobactérias
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pode ser um indicador de que os animais alimentados com silagens podem ter apresentado
menores problemas associados ao desequilibrio da microbiota ruminal.

De fato, os maiores problemas associados ao consumo refletem em um menor consumo
de NDT dos animais alimentados com palma in natura, o que pressupde que esses animais
reduziriam o seu desempenho se explorados em confinamento, principalmente se a quantidade
de palma forrageira e, ou, concentrado, forem superiores as utilizadas neste trabalho. Além das
vantagens agrondmicas e operacionais relacionadas a ensilagem de palma, abre-se a
possibilidade de estudos mais aprofundados sobre o microbioma ruminal e da expressédo de
distdrbios subclinicos que estariam afetando negativamente o consumo pelos animais
alimentados com palma in natura.

Com relacdo a digestibilidade, os efeitos ndo sdo expressivos quanto aos observados
sobre 0 consumo, 0 que pode ser explicado pela semelhanca da composi¢do quimica entre as
dietas. Segundo Fotius et al. (2014), a digestibildiade tem relacao direta com a taxa de passagem
do alimento no rimen e, portanto, os animais alimentados com palma in natura, por
consumirem menor quantidade de alimentos, podem apresentar digestibilidade semelhante aos
alimentados com dietas a base de silagem, devido ao maior tempo de retengdo do alimento no
ramen. Por outro lado, autores como Lara et al. (2016) afirmaram que a ensilagem pode
promover melhorias na digestibilidade a partir da hidrélise &cida da hemicelulose que compde
a fibra em detergente neutro.

Em resumo, considerando as maiores diferencas no consumo sem comprometimento da
digestibilidade, o resultado € que animais alimentados com silagem de palma em comparacgao
com a palma in natura de fato teriam como principal vantagem o maior consumo de NDT e,
muito provavelmente, o aumento no desempenho.

Segundo Moreno et al. (2010), dietas formuladas adequadamente, resulta em perdas de
nitrogénio semelhante. Nesse contexto, Ma et al. (2015), relataram que o sincronismo da
proteina e energia, reflete em menores excre¢des de nitrogénio. Ainda segundo 0s mesmos
autores, quando o nitrogénio ingerido é maior que o nitrogénio excretado nas fezes é um indicio
do adequado balanceamento das dietas. De fato, a provavel explicacdo para o balango
nitrogenado semelhante pode ter sido o sincronismo entre proteina e energia ingerida, e
considerando-se que ndo houve alteracdo do balanco nitrogenado, de fato o maior consumo de
energia seria o fator mais relevante para os animais alimentados com dietas a base de palma
forrageira.

Outro fator que influencia o consumo dos nutrientes € a presenca de enterobactéria no

alimento. Essas sdo ativas nas primeiras horas ap0s o corte da planta, ocasionando degradacéo
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protéica e produzindo aminas que sdo compostos que afetam negativamente a aceitabilidade
dos animais pelo alimento (Jobim et al., 1999). Como mencionado anteriormente, nenhuma
enterobactéria foi detectada nas silagens, o que provavelmente reduziu a possibilidade de
transtornos causados pela presenca deste grupo microbiano.

Enterobactérias sdo microrganismos gram negativos, que podem produzir endotoxinas,
as quais promove febre, inflamacao, diarreia e coagulacdo sanguinea (Muck, 2010). Contudo,
poucos sdo os estudos avaliando a presenca de patdgenos no alimento e sua permanéncia no
ramen, influenciando a satde dos animais (Dijkstra et al., 2016; Kafantaris et al., 2016).

Entretanto, a presenca das enterobactérias nas fezes € um indicio de patdgeno
proveniente do alimento, ocasionando problemas gastrointestinais nos animais, refletindo em
diminuicdo no consumo de matéria seca. De modo a minimizar a agdo destes microrganismos
deterioradores, € necessario a utilizacdo de aditivos que melhore o perfil fermentativo da
silagem (Durmaz et al., 2015). No caso especifico do nosso estudo, a silagem de palma
forrageira sem inoculante também exibiu um padrdo de fermentacdo adequado, o que explica a
falta de efeito nos animais. Neste caso, a inoculacdo deve ser justificada pela maior recuperagéo
de MS, e estudos com silos experimentais podem ser desenvolvidos para investigar esta
hipotese.

Durante a ensilagem, as bactérias lacticas produzem bacteriocinas, as quais inibe a acao
de microrganismos prejudiciais a silagem e também aos microrganismos ruminais (Brashears
et al., 2003; Weinberg et al., 2004; Muck, 2010; Ni et al., 2016). Considerando que a
fermentacdo nas silagens foi principalmente lactea, pode ter havido um efeito probidtico no
trato gastrointestinal dos animais, resultando em aumento do consumo.

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa, o principal indicio de melhoria no
consumo de nutrientes em ovinos alimentados com silagem de palma € o controle de potenciais
patdgenos que podem estar afetando o equilibrio ruminal e de forma subclinica a satde dos
animais. Essa hipotese ndo vinha sendo levantada na literatura corrente, e os resultados aqui
obtidos abrem o precedente para varios estudos e possiveis formas de conservar a palma
forrageira isoladamente, misturas de palma forrageira e outras forrageiras adaptados ao
Semiarido ou mesmo a confeccéo de racdes a base de palma forrageira na forma de silagem,
como demonstrado por Macédo et al. (2018). Desde que se obtenha uma adequada fermentagédo
dessas silagens, poderiam se alcangar vantagens do ponto de vista agrondmico e operacional
nas fazendas, mas também uma melhoria dos resultados obtidos em confinamento além de uma

reducdo de riscos a satde do animal.
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Concluséo

A utilizacdo da silagem de palma forrageira promove reducdo na contagem de
enterobactérias, melhorando o consumo e digestibilidade dos nutrientes.

Referéncias

AOAC, 1990. Official methods of analysis of the Association Analytical Chemists. 18th.ed.,
Gaithersburg.

Avila, C.L.S., Pinto, J.C., Figueiredo, H.C.P., Schwan, R.F. 2009. Effects of an indigenous and
a commercial Lactobacillus buchneri strain on quality of sugar cane silage. Grass Forage Sci.
64, 384-394.

Aguilar-Yéfez, M.l., Herndndez—Mendo, O., Guerrero—Legarreta, I., Ramirez— Bribiescal,
J.E., Aranda—Osorio, G., Crosby—Galvan, M. M. 2011. Productive response of lambs fed with
fresh or dehydrated spineless cactus (Opuntia ficus—indica L.). J Prof Assoc Cactus. 13, 23-35.

Arthur, T.M., Bosilevac, J.M., Kalchayanand, N., Wells, J.E., Shackelford, S.D., Wheeler,
T.L., Koohmaraie, M. 2010. Evaluation of a Direct-Fed Microbial Product Effect on the
Prevalence and Load of Escherichia coli O157:H7 in Feedlot Cattle. J Food Prot. 73, 366—371.

Adam, K., Brilisauer, F. 2010. The application of food safety interventions in primary
production of beef and lamb: A review. Int J Food Microbiol. 141, 43-52.

Brashears, M.M., Galyean, M.L., Loneragan, G.H., Mann, J.E., Killinger-Mann, K. 2003.
Prevalence of Escherichia coli O157:H7 and Performance by Beef Feedlot Cattle Given
Lactobacillus Direct-Fed Microbials. J Food Prot. 66, 748—754.

Bolsen, K.K., Brent, B.E., Feyerherm, A.M., Urbano, J.E., Aimutis, W.R. 1992. Effects of
silage additives on the microbial succession and fermentation process of alfafa and corn silages.
J Dairy Sci.75, 3066-3083.

Casalli, A.O., Detmann, E., Valadares Filho, S.C., Pereira, J.C., Henriques, L.T., Freitas, S.G.,
Paulino, M.F. 2008. Influéncia do tempo de incubacdo e do tamanho de particulas sobre 0s
teores de compostos indigestiveis em alimentos e fezes bovinas obtidos por procedimentos in
situ. Rev. Bras. Zootec. 37, 335- 342.



83

Callaway, T.R., Dowd, S.E., Edrington, T.S., Anderson, R.C., Krueger, N., Bauer, N.,
Kononoff, P.J., Nisbet, D.J. 2010. Evaluation of bacterial diversity in the rumen and feces of
cattle fed different levels of dried distillers grains plus solubles using bacterial tag-encoded

FLX amplicon pyrosequencing. J. Animal Sci. 88, 3977-3983.

Costa, R.G., Trevifio, I.H., Medeiros, G.R., Medeiros, A.N., Pinto, T.F., Oliveira, R.L. 2010.
Effects of replacing corn with cactus pear (Opuntia ficus indica Mill) on the performance of
Santa Inés lambs. Small Rumin Res. 102, 13— 17.

Chen, X. B., Gomes, M. J. 1992. Estimation of microbial protein supply to sheep and cattle
based on urinary excretion of purine derivatives - an overview of technical details. Rowett

Research Institute, Bucksburnd.

Dijkstra, D., Batista, L.H.C., Fabiano Neto, R., Godoy, M.M., Pessoa, F.O.A. 2016.
Enterobacteriaceae no rimen de borregas alimentadas com grdos de milho e de sorgo
submetidos a diferentes processamentos. Caderno de Ciéncias Agrarias. 8, 41-47.

Detmann, E.; Souza, M.A.; Valadares Filho, S.C., Queiroz, A.D., Berchielli, T.T., Saliba,
E.O.S., Cabral, L.S., Pina, D.S., Ladeira, M.M., Azevedo, J.A. 2012. Métodos para analise de
alimentos - Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Ciéncia Animal. Suprema, Visconde

do Rio Branco.

Durmaz, H., Avci, M., Aygin, O. 2015. The Presence of Listeria Species in Corn Silage and
Raw Milk Produced in Southeast Region of Turkey. Kafkas Univ Vet Fak Derg. 21, 41-44.

Ellis, J.L., Bannink, A., Hindrichsen, 1.K., Kinley, R.D., Pellikaan, W.F., Milora, N., Dijkstra,
J. 2016. The effect of lactic acid bacteria included as a probiotic or silage inoculant on in vitro

rumen digestibility, total gas and methane production. Anim Feed Sci Tech. 211, 61-74.

Fortius, A.C.A., Ferreira, M.A., Bispo, S.V., Véras, A.S.C., Salla, L.E., Chagas, J.C. 2014.
Behavior of sheep fed different sequences of ingredients in a spineless cactus (Nopalea
cochenillifera Salm-Dyck) based-diet. Rev. bras. saude prod. anim. 15, 74-82.

Gebremariam, T., Melaku, S., Yami, A. 2006. Effect of different levels of cactus (Opuntia ficus-
indica) inclusion on feed intake, digestibility and body weight gain in tef (Eragrostis tef) straw-
based feeding of sheep. Anim Feed Sci Tech. 131, 42-51.



84

Gouveia, L.N.F., Maciel, M.V., Soares, P.C., Neto, |.F.S., Gongalves, D.N.A., Batista, A.M.V.,
Carvalho, F.F.R. 2015. Perfil metabolico de ovinos em crescimento alimentados com dietas

constituidas de feno ou silagem de manicoba e palma forrageira. Pesqui. Vet. Bras. 35, 5-9.

Guan, H., Yan, Y., Li, X., Li, X., Shuai, Y., Feng, G., Ran, Q., Cai, Y., Li, Y., Zhang, X. 2018.
Microbial communities and natural fermentation of corn silages prepared with farm bunker-silo
in Southwest China. Bioresour. Technol. 265, 282-290.

Hall, M. B. 1998. Making nutritional sense of nonstructural carbohydrate. In: Proceedings of

the Annual Florida Ruminant Nutrition Symposium. Florida University Press, Gainesville.

Herrera, E., Murillo, M., Berumen, L., Soto- Cruz, N. O., Pdez-Lerma, J. B. 2017. Protein
enrichment of Opuntia ficus-indica using Kluyveromyces marxianus in solidstate fermentation.

Cienc. investig. agrar. 44, 113-120.

Jobim, C.C., Reis, R.A., Schoken-iturrino, R.P., Rosa, B. 1999. Desenvolvimento de
microrganismos durante autilizacdo de silagens de grdos imidos de milho e de espigas de milho
sem bracteas. Acta Sci. 21, 671-676.

Kafantaris, 1., Kotsampasi, B., Christodoulou, V., Kokka, E., Kouka, P., Terzopoulou, Z.,
Gerasopoulos, K., Stagos, D., Mitsagga, C., Giavasis, I., Makri, S., Petrotos, K., Kouretas, D.
2016. Grape pomace improves antioxidant capacity and faecal microflora of lambs. J Anim
Physiol Anim Nutr. 101, 108-121.

Kozloski, G.V., Trevisan, L.M., Bonnecarrére, L.M., Hérter, C.J., Fiorentini, G., Galvani,
D.B., Pires, C.C. 2006. Niveis de fibra em detergente neutro na dieta de cordeiros: consumo,
digestibilidade e fermentagdo ruminal. Arq Bras Med Vet Zoo. 58, 893-900.

Lara, E.C., Basso, F.C., Assis,F.B., Souza, F.A., Berchielli, T.T., Reis, R.A. 2016. Changes in
the nutritive value and aerobic stability of corn silages inoculated with Bacillus subtilis alone
or combined with Lactobacillus plantarum. Anim Prod Sci. 56, 1867-1874.

Lopes, L.A., Carvalho, F.F.R., Cabral, A.M.D., Batista, A.M.V., Camargo, K.S., Silva, J.R.C.,
Ferreira, J.C.S., Pereira Neto, J.D., Silva, J.L. 2017. Replacement of tifton hay with alfalfa hay
in spineless cactus-based diets for dairy goats. Small Rumin Res.



85

Ma, T., Tu, Y., Zhang, N. F., Deng, K. D., Diao, Q. Y. 2015. Effect of the Ratio of Non-fibrous
Carbohydrates to Neutral Detergent Fiber and Protein Structure on Intake, Digestibility, Rumen

Fermentation, and Nitrogen Metabolism in Lambs. AsianAustralas J Anim Sci. 28, 1419-1426.

Macédo, A.J.S., Santos, E.M., Araljo, G.G.L., Edvan, R.L., Oliveira, J.S., Perazzo, A.F., S4,
W.C.C.S., Pereira, D.M. 2018. Silages in the form of diet based on spineless cactus and
buffelgrass. Afr J Range For Sci. 35, 121-129.

Macédo, A.J.S., Santos, E.M., Oliveira, J.S., Perazzo, A.F. 2017. Produg&o de silagem na forma

de racdo a base de palma: Revisdo de Literatura. Rev. electron. vet. 18, 1-11.

Moreno, G.M.B., Silva Sobrinho, A.G., Ledo, A.G., Loureiro, C.M.B., Perez, H.L., Rossi, R.C.
2010. Desempenho, digestibilidade e balanco de nitrogénio em cordeiros alimentados com
silagem de milho ou cana-de-acUcar e dois niveis de concentrado. Rev. Bras. Zootec. 39, 4,
853-860.

Monrroy, M., Garcia, E., Rios, K., Garcia, J. R., 2017. Extraction and Physicochemical
Characterization of Mucilage from Opuntia cochenillifera (L.) Miller. J. Chem. Mokoboki, K.,
Sebola, N., Matlabe, G. 2016. Effects of molasses levels and growing conditions on nutritive

value and fermentation quality of Opuntia cladodes silage. J. anim. plant sci. 28, 4488-4495.

Muck, R.E. 2010. Silage microbiology and its control through additives. Rev. Bras. Zootec. 39,
183-191. Ni, K., Yang, H., Hua, W., Wang, Y., Pang, H., 2016. Selection and characterisation
of lactic acid bacteria isolated from different origins for ensiling Robinia pseudoacacia and
Morus alba L. leaves. J Integr Agric. 15, 2353-2362.

National Research Council - NRC., 2007. Nutrient requirements of small ruminants: Sheep,

cervids and new world camelids. National Academy Press, Washington.

Nobre, LS., Aragjo, G.G.L., Santos, E.M., Carvalho, G.G.P., Souza, B.B., Ribeiro, O.L.,
Turco, S.H.N., Cavalcante, A.B., Albuquerque, I.R.R., 2018. Ingestive behavior and
thermoregulation in sheep fed forage cactus silage undergoing intermittent water supply.
Semina: Ciénc. Agrér. 39, 1683-1694.

Ni, K., Wang, F., Zhu, B., Yang, J., Zhou, G., Pan, Y., Zhong, J., 2017. Effects of lactic acid
bacteria and molasses additives on the microbial community and fermentation quality of

soybean silage. Bioresour. Technol. 238, 706-715.



86

Pinho, R.M.A,, Santos, E.M., Oliveira, J.S., Carvalho, G.G.P., Silva, T.C., Macédo, A.J. S.,
Correa, Y.R., Zanine, A.M., 2018. Does the level of forage neutral detergent fiber affect the
ruminal fermentation, digestibility and feeding behavior of goats fed cactus pear? Animal Sci.
J. 89, 1424-1431.

Pereira, T.C.J., 2012. Substituicdo do milho pelo farelo de algaroba em dietas peletizadas para
cordeiros. Dissertation (Master in Ruminant Production) - Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia, Itapetinga.

Ranjit, N, Kung, L., 2001. The effect of lactobacillus buchneri and other additives on the
fermentation and aerobic stability of barley silage. J Dairy Sci. 84, 1149-1155.

Rosa, L.O., Pereira, O.G., Ribeiro, K.G., Valadares Filho, S.C., Cecon, P.R., 2018.
Fermentation profile and microbial population in soybean silages with inoculant and powdered
molasses. Arq Bras Med Vet Zoo. 70, 1586-1594.

Rodrigues, A.M., Pitacas, F.l., Reis, C.M.G., Blasco, M., 2016. Nutritional value of opuntia
ficus-indica cladodes from portuguese ecotypes. Bulg. J. Agric. Sci. 22, 40-45.

Rosalinski-Moraes, F., Fernandes, F.G., Munaretto, A., de Oliveira, S., Wilmsen, M.O., Pereira,
M.W., Meirelles, A.C.F., 2012. Método famacha© , escore corporal e de diarreia como
indicadores de tratamento anti-helmintico seletivo de ovelhas em reproducéo. Biosci. j. 28,
1015-1023.

Stanford, K., Bach, S., Baah, J., Mcallister, T., 2014. A Mixture of Lactobacillus caseli,
Lactobacillus lactis, and Paenibacillus polymyxa Reduces Escherichia coli 0157:H7 in
Finishing Feedlot Cattle. J Food Prot. 77, 5, 738-744.

S4, W.C.C.S., Santos, E.M., Oliveira, J.S., Perazzo, A.F., 2018 Production of spineless cactus
in Brazilian Semiarid, in: Edvan R.L. (Ed.), New perspectives in forage crops. Publisher:

InTech, Chapters published.

Sousa, N.M., Oliveira, J.S., Silva, D.S., Santos, E.M., Medeiros, A.N., Ramos, J.P.F., Brito,
E.A., 2018. Levels of neutral detergent fiber in diets with forage palm for dairy goats. Arq Bras
Med Vet Zoo. 70, 1595-1604.



87

Vazquez-Mendoza, P., Miranda-Romero, L.A., Aranda-Osorio, G., Burguefio-Ferreira, J.A.,
Salem, A.Z.M., 2016. Evaluation of eleven Mexican cultivars of prickly pear cactus trees for

possibly utilization as animal fed: in vitro gas production. Agroforest Syst. 91, 749-756.

Valadares, R.F.D., Broderick, G.A., Valadares Filho, S.C., 1999. Effect of replacing alfalfa
with high moisture corn on ruminal protein synthesis estimated from excretion of total purine
derivatives. J Dairy Sci. 82, 2686-2696.

Weinberg, Z.G., Muck, R.E., Weimer, P.J., Chen, Y., Gamburg, M. 2004. Lactic Acid Bacteria
Used in Inoculants for Silage as Probiotics for Ruminants. Appl Biochem Biotechnol. 118, 1-
9.

Zheng, M.L., Niu, D.Z., Jiang, D., Zuo, S.S., Xu, C. C. 2017. Dynamics of microbial
community during ensiling direct-cut alfalfa with and without LAB inoculant and sugar. J Appl
Microbiol. 122, 1456-1470.

Tabela 1- Composicdo bromatoldgica dos ingredientes utilizados para compor as dietas

experimentais

Item(g/kg de MS) PF1 PF2 SPF SPFI  F.Tifton85 F.Milho F. soja

MS 1446 1449 1445 1531 892,3 894,8 891,8
MO 905,50 916,4 9225 910,5 922,0 960,5 932,8
MM 94,4 83,5 77,4 89,4 73,5 37,5 67,1

PB 42,8 36,2 25,9 32,1 58,2 1151 434,4
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EE 8,0 6,7 12,3 14,5 16,3 152,4 241
FDN 2215 236,2 2398 2404 754,6 3315 140,5
FDNcp 236,5 236,4 2417 2339 730,1 328,5 115,3
FDA 1343 1493 1464 1422 352,8 102,7 74,7
Celulose 116,6 1248 1168 1206 280,6 86,1 72,8
Hemicelulose 77,3 79,9 100,21 96,3 393,9 232,3 83,7
Lignina 17,7 24,5 29,6 21,6 66,8 16,6 1,9

Cinzas 94,4 83,5 77,4 89,4 77,9 39,4 67,1

PF1 = Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento; PF2 = palma forrageira processada pela
manhd; SPF = silagem de palma sem inoculante; SPFI = silagem de palma com inoculante microbiano; F. Tifton
- 85= feno de capim Tifton-85; F.milho=farelo de milho; f.soja=farelo de soja; MS=Matéria Seca; MO=Matéria
organica; MM; Matéria mineral; PB=Proteina bruta; EE=Extrato etéreo; FDN=Fibra em detergente neutro;
FDNcp=Fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina FDA=Fibra em detergente acido.

Tabela 2- Proporgdes dos ingredientes e composi¢do bromatoldgica das dietas experimentais
utilizadas na alimentacdo de ovinos alimentados com palma forrageira in natura e silagem com

e sem inoculante

Dietas
Item, g/kg (MS)

PF1 PF2 SPF SPFI

PF1 0,0 474,2 0,0 0,0
PF2 474,2 0,0 0,0 0,0
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SP 0,0 0,0 4742 0,0

SPI 0,0 0,0 0,0 474,2
Feno de Tifton-85 126,1 126,1 126,1 126,1
Farelo de milho 204,1 204,1 204,1 204,1
Farelo de soja 166,0 166,0 166,0 166,0
Ureia 6,5 6,5 6,5 6,5

Suplemento mineral 14,2 14,2 14,2 14,2
Cloreto de aménia 8,3 8,3 8,3 8,3

Sulfato de aménia 0,7 0,7 0,7 0,7

Composicdo quimica, g/lkg de MS

Matéria seca* 177,4 177,7 185,0 184,6
Matéria organica 832,9 848,3 848,5 849,9
Proteina bruta 107,1 101,9 91,3 97,6
Extrato etéreo 37,4 35,7 44,3 47,8
Fibra em detergente neutro 438,6 440,4 4444 4442
Carboidratos ndo-fibrosos 249,8 290,3 263,3 260,3
Fibra em detergente acido 233,8 235,9 236,5 235,9

*g/ kg de MV; PF1 = Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento; PF2 = palma forrageira
processada pela manhd; SPF = silagem de palma sem inoculante; SPFI = silagem de palma com inoculante

microbiano.

Tabela 3- Consumo de nutrientes por ovinos alimentados com palma in natura e silagem de

palma forrageira

Dietas
Item
PF1 PF2 SPF SPFI EPM
gramas/dia
Matéria seca 631,34 b 601,77b  727,83a  750,80a 30,38
Matéria organica 522,77b 506,83b  607,48a 633,9la 25,89
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Proteina Bruta 67,71 60,76 66,21 72,04 3,12
FDN 281,50ac  269,39c  329,08ab  338,40b 12,86
Extrato etéreo 24,04b 21,68b 33,59a 36,64a 1,20
CNF 149,52a  154,99ab 178,60ab  186,82a 9,03
NDT 456,85b 426,03b  559,80a 561,85a 20,75

gramas/ quilo de peso corporal
Matéria seca (g/kg PC) 25,81 24,77 30,25 31,07 1,77
FDN (g/kg de PC) 11,51 11,08 13,65 14,01 0,74

PF1 = Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento; PF2 = palma forrageira processada pela
manh&; SPF = silagem de palma sem inoculante; SPFI = silagem de palma com inoculante microbiano. Letras
diferentes nas linhas significam médias diferentes (P < 0,05) pelo teste de Tukey

Tabela 4- Coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes (g/kg) de dietas com palma

forrageira in natura e silagem de palma forrageira com e sem inoculante para ovinos SPRD

Dietas
Item (g/kg)
PF1 PF2 SPF SPFI EPM
Matéria seca 836,54ab  804,64b 862,84a 826,11b 9,00
Matéria organica 826,00ab  798,32b  860,29a 822,98ab 9,75
Proteina Bruta 843,59 808,52 824,79 796,17 13,60

Fibra em detergente neutro 801,52 786,63 834,93 803,75 12,27
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Extrato etéreo 855,48 853,03 902,47 881,55 12,27
Carboidrato ndo fibrosos 859,32ab  801,26b 913,74a  856,68ab 23,79
Nutrientes digestiveis totais 724,73bc  708,95¢c  769,93a  748,55ab 8,38

PF1 = Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento; PF2 = palma forrageira processada pela
manh&; SPF = silagem de palma sem inoculante; SPFI = silagem de palma com inoculante microbiano. Letras
diferentes nas linhas significam médias diferentes (P < 0,05) pelo teste de Tukey

Tabela 5- Balanco nitrogenado e sintese de proteina microbiana em ovinos alimentados com

palma in natura e silagem de palma forrageira

Dietas
Item
PF1 PF2 SPF SPFI EPM
Nitrogénio ingerido (g/dia) 8,66 8,12 9,26 8,72 0,80
Nitrogénio nas fezes (g/dia) 1,33 1,54 1,62 1,70 0,23
Nitrogénio urina (g/dia) 0,19 0,37 0,38 0,27 0,07
Nitrogénio retido (g/dia) 7,16 6,21 7,25 6,74 0,62

Producdo microbiana (g/dia)
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Nitrogénio microbiano 4,92 5,74 4,13 4,94 0,91
PB-microbiana 30,73 35,88 25,82 30,91 5,71

Eficiéncia microbiana
g PB/kg NDT 82,64 100,95 55,03 72,09 16,49

PF1 = Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento; PF2 = palma forrageira processada pela
manhd; SPF = silagem de palma sem inoculante; SPFI = silagem de palma com inoculante microbiano. Letras
diferentes nas linhas significam médias diferentes (P<0,05) pelo teste de Tukey
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LOG UFC/G DE FORRAGEM

6.41a

PF1 PF2

PF1 = Palma forrageira in natura processada na hora do fornecimento; PF2 = palma
forrageira processada pela manhd; SPF = silagem de palma sem inoculante; SPFI =
silagem de palma com inoculante microbiano. Letras diferentes significam efeito
(P<0,05) pelo teste de Tukey.

Gréfico 1- Contagem de enterobactérias nas fezes dos ovinos alimentados com palma in natura

e silagem de palma forrageira



