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RESUMO

Objetivou-se com o estudo avaliar a dinamica da comunidade bacteriana de diferentes
proporcdes de palma forrageira e feno de capim-buffel em funcao do periodo de exposicao ao
ar. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5
x 5 (cinco niveis de palma e feno de capim-buffel x cinco tempos de exposicdo ao ar), com
cinco repeti¢Bes. Os tratamentos consistiram em niveis de palma forrageira, variando de 20 a
100% na matéria natural, avaliados nos tempos 0, 3, 6, 12 e 24 horas. As variaveis analisadas
foram: temperatura interna e superficial; composi¢do quimica; populacao de Escherichia coli e
comunidade bacteriana por metataxonomia do gene rRNA ribossomal 16S. Houve interagédo
entre os niveis de palma na dieta e 0 tempo de exposicdo ao ar (P<0,001) para temperatura
interna e superficial, pH e populacdo de Escherichia coli. Verificou-se que quanto menor é o
nivel de palma mais elevada foi a temperatura interna e superficial dos volumosos, atingindo o
pico de temperatura ap0os 12,19 e 11,87 horas de exposic¢ao ao ar, respectivamente. Em todos
os tratamentos o pH foi considerado de baixa acidez, entre 5,70 a 7,38. O pico de crescimento
da populacdo de E. coli foi apds 16,06 horas de exposi¢cdo ao ar. Para composi¢do quimica,
houve interacdo (P<0,001) dos niveis de palma e tempo de exposicao ao ar para matéria seca,
proteina bruta, capacidade tampao, carboidratos sollveis e nitrogénio amoniacal. O tempo de
exposicdo ao ar influenciou significativamente (P<0,001) nos valores de matéria organica,
matéria mineral e extrato etéreo, para os valores de fibra em detergente neutro observou efeito
significativo (P<0,001) para os niveis de palma. Notou-se aumento na riqueza e na
uniformidade microbiana de todos os tratamentos apos seis horas. Os géneros mais abundantes
foram Weissella, Lactobacillus, Bacteroides, Pseudomonas, Sphingobacterium e
Sphingomonas. Observou-se uma maior qualidade microbiana na dieta com 100% de palma,
com predominancia de Weissella, Lactobacillus e Leuconostoc. Com 80% de feno de capim-
buffel verificou-se maior abundéncia aparente de Pseudomonas, Sphingomonas e
Sphingobacterium. Com isso, conclui-se que a exposicdo aerObica palma forrageira em
combinacdo com o feno de capim-buffel aumenta a proliferacdo de microrganismos com
potencial patogénico, em periodos superiores a 6 horas, influenciando negativamente na
qualidade microbiolégica e composi¢do quimica dos volumosos. Essas mudangas sdo mais
expressivas com maiores participagdes de feno na mistura.

Palavras-chave: aerobiose; Cenchrus ciliares; Escherichia coli; metataxonomia; Nopalea
cochinilifera Salm Dyck; qualidade nutricional.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the bacterial community dynamics of different proportions
of forage cactus and buffel grass hay as a function of the period of exposure to air. The
experimental design used was completely randomized, in a 5 x 5 factorial arrangement (five
levels of palm and buffel grass hay x five times of exposure to air), with five replications. The
treatments consisted of forage cactus levels, ranging from 20 to 100% in natural matter,
evaluated at times 0, 3, 6, 12 and 24 hours. The variables analyzed were: internal and surface
temperature; chemical composition; Escherichia coli population and bacterial community by
16S ribosomal rRNA gene metataxonomy. There was an interaction between the levels of palm
in the diet and the time of exposure to air (P<0.001) for internal and surface temperature, pH
and population of Escherichia coli. It was found that the lower the level of palm, the higher the
internal and surface temperature of forages, reaching the peak temperature after 12.19 and 11.87
hours of exposure to air, respectively. In all treatments, the pH was considered as having low
acidity, between 5.70 and 7.38. The peak of E. coli population growth was after 16.06 hours of
exposure to air. For chemical composition, there was interaction (P<0.001) of palm levels and
time of exposure to air for dry matter, crude protein, buffer capacity, soluble carbohydrates and
ammonia nitrogen. The time of exposure to air significantly influenced (P<0.001) the values of
organic matter, mineral matter and ether extract, for the values of neutral detergent fiber it
observed a significant effect (P<0.001) for the levels of palm. An increase in microbial richness
and uniformity of all treatments was noted after six hours. The most abundant genera were
Weissella, Lactobacillus, Bacteroides, Pseudomonas, Sphingobacterium and Sphingomonas. A
higher microbial quality was observed in the diet with 100% palm, with a predominance of
Weissella, Lactobacillus and Leuconostoc. With 80% of buffel grass hay there was an apparent
abundance of Pseudomonas, Sphingomonas and Sphingobacterium. Thus, it is concluded that
forage cactus in combination with buffel grass hay increases the proliferation of
microorganisms with pathogenic potential, when exposed to air for periods longer than 6 hours,
negatively influencing the microbiological quality and chemical composition of forage.

Keywords: aerobic condition; Cenchrus ciliaris; Escherichia coli; metataxonomy; Nopalea
cochinilifera Salm Dyck; nutritional quality.
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1. INTRODUCAO

A palma forrageira € uma cactacea de extrema importancia para a alimentacéo animal nas
regides aridas e semiéridas. Em periodo de escassez de alimento, elevadas proporg¢des de palma
sdo fornecidas aos ruminantes. Alguns estudos apontam que grandes quantidades de palma na
dieta podem acarretar distdrbios digestivos, os quais tém sido atribuidos ao seu baixo teor de
matéria seca, elevado teor de carboidratos nao fibrosos e a presenca do acido oxalico (oxalato)
(MELO et al., 2006; MARQUES et al., 2017). Sendo ndo recomendado o seu fornecimento aos
ruminantes exclusivamente como fonte de volumoso.

Entretanto, outros estudos demonstraram que a palma forrageira pode ser utilizada como
base na alimentagdo de ruminantes sem efeitos negativos ao animal (PINHO et al., 2018). Costa
et al. (2012) e Barros et al. (2017) ofertaram a palma como Unica fonte de volumoso aos
caprinos e ovinos, respectivamente, e ndo observaram distdrbios digestivos e nem perda no
desempenho dos animais. Por isso, estudos sdo necessarios para entender o que de fato esta
ocasionando esses disturbios nutricionais em alguns ruminantes.

Esses distdrbios possivelmente possam estar relacionados ao manejo de pés-colheita da
palma, como por exemplo, a qualidade sanitaria do alimento antes de ser ofertada aos animais,
e ao tempo de exposicdo ao ar apos seu processamento (PAULINO et al., 2021). Existe uma
grande abundancia de microrganismos nas plantas in natura, seja epifita e/ou adquirido no
processo de colheita e pds-colheita, visto que a contaminagdo do alimento pode ocorrer em
qualquer ponto da cadeia de producdo (VIMALKUMAR et. al., 2016).

Zérate-Castrejon et al. (2016) observaram que ha risco latente para o crescimento de
patdgenos de origem alimentar em cladédios de palma, particularmente quando sédo
transportados ou mantidos em condigdes sanitarias precarias e sem refrigeracdo apds colheita.
Esses mesmos autores observaram a proliferagéo e sobrevivéncia da Escherichia coli (E. coli)
por 16 dias em cladddios de palma. Além disso, a composi¢do quimica da palma (rica em agua
e carboidratos ndo fibrosos) pode favorecer a proliferacdo de enterobactérias, que tem potencial
para causar diarreia em animais (CORBO et al., 2005; SATO et al., 2016).

Dentre as enterobactérias, sabe-se que a composi¢do nutricional da dieta e tempo de
exposicdo dos alimentos in natura tem influéncia significativa sobre a incidéncia de E. coli no
alimento e no trato gastrointestinal de ruminantes (GILBERT et. al., 2005; PAULINO et al.,
2021). Visto que a infestacdo animal por microrganismos patdgenos pode ocorrer através da
ingestdo de alimentos contaminados (GUASTALLI et al., 2010). A contaminagéo pode ocorrer

durante o processamento do alimento como no proprio cocho dos animais, ocorrendo a
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multiplicacdo quando a exposi¢do do material por horas ao oxigénio nos comedouros. Foi
observado que a palma ap0s processada e exposta por horas ao ar facilitou a proliferacdo de
enterobactérias e E. coli (PAULINO et al., 2021).

O estudo da presenca de bactérias enteropatogénicas em alimentos in natura é de extrema
importancia, pois pode estar relacionado a surtos de distirbios nutricionais nos humanos e
animais (LUNA-GUEVARA et al., 2019). Algumas estirpes de E. coli pode produzir potentes
citotoxinas que apresentam a capacidade de inibir a sintese proteica das células, causar diarreias
hemorrégicas, colites e varias sindromes hemoliticas urémicas em animais e até mesmo em
humanos, estando relacionadas as doencas veiculadas aos alimentos (ORDEN et al., 2007;
FRIAS e KOZUSNY-ANDREANI, 2013; GUASTALLI et al., 2010).

Dessa forma, torna-se necessario pesquisas para avaliacdo das condi¢cdes microbiologicas
dos volumosos in natura, pois pode ser a origem de varias infeccGes e problemas p6s digestério
em animais e humanos. Com isso, objetivou-se com esse estudo avaliar a dinamica da
comunidade bacteriana de diferentes proporcoes de palma forrageira e feno de capim-buffel em

funcdo do periodo de exposicdo ao ar.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Palma forrageira na alimentacéo de ruminantes

A palma forrageira € um volumoso de grande importancia para alimentacdo animal nas
regides aridas e semidridas. Caracteristicas como adaptabilidade as condi¢des edafoclimaticas,
elevada producdo de forragem, grande capacidade de rebrota, elevado teor de umidade, boa
palatabilidade e alto coeficiente de digestibilidade, fazem da palma um valioso recurso
alimentar para os rebanhos (ANDRADE-MONTEMAYOR et al., 2011; CARDOSO et al.,
2019).

A capacidade de producdo e adaptacdo dessa planta nessas regides esta relacionado ao
processo fotossintético denominado Metabolismo Acido das Crassulaceas - CAM, onde 0s
estomatos mantém-se fechados durante o dia e a noite abrem-se para fixacdo de COy,
acarretando menos perdas de dgua por transpiracao para o meio (TAIZ et al., 2017). Dentro da
familia das cactaceas as espécies mais cultivadas e ofertadas aos ruminantes sdo a Opuntia
ficus-indica Mill e Nopallea cochenillifera Salm Dyck, as quais se caracterizam pela alta
produtividade por hectare e elevado valor nutricional (OLIVEIRA et al., 2010).

A composicdo quimico-bromatoldgica da palma forrageira é bastante variavel, depende

da espécie, variedade, idade, condic¢des edafoclimaticas e entre outros fatores que influéncia no
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seu valor nutricional (FROTA, 2015). Independentemente do género, a palma apresenta baixos
teores de matéria seca (6,1% a 17,1%), proteina bruta (2,9% a 7,23%), fibra em detergente
neutro (19,87% a 38,52%) e fibra em detergente acido (9,5% a 22,5%). Por outro lado, apresenta
teores consideraveis de carboidratos ndo fibrosos (64 - 71%), nutrientes digestiveis totais (46 -
62%), matéria mineral (12,04 - 25,01%) e umidade (85 - 90%) (MCITEKA, 2008; NEVES et
al., 2010; SILVA et al., 2011; ANDRADE-MONTEMAYOR et al., 2011; FROTA, 2015).

Esses aspectos nutricionais vém sendo apontados por alguns estudos como limitantes para
o fornecimento aos ruminantes, pois € fonte de energia prontamente disponivel para
fermentacdo microbiana e apresenta baixos teores de fibra (MELO, 2006; SOUZA et al., 2010;
MARQUES et al., 2017). Sendo ndo recomendado o seu fornecimento aos ruminantes
exclusivamente como fonte de volumoso.

Quando elevadas proporcdes de palma forrageira sédo fornecidas na dieta alimentar de
ruminantes, tem sido observados problemas como perda de peso, ocorréncia de disturbios
digestivos, resultando em diarreia (TEGEGNE et al., 2005; MELO et al., 2006), reducdo no
teor de gordura do leite (COSTA et al., 2010) e diminuicdo do consumo e digestibilidade dos
nutrientes (ANDRADE et al., 2002). Além de timpanismo espumoso observado por Amorim
et al. (2008).

Estes problemas estdo sendo associado a rapida fermentacdo de carboidratos ndo fibrosos
(CNF), da natureza hidrofilica e do reduzido teor de matéria seca (MS) dos mucopolissacarideos
que formam a mucilagem, que favorecem a diminuicdo do pH ruminal. O pH atua como
moderador do desenvolvimento de classes de microrganismos que, na maioria das vezes,
promovem alteracOes ndo favoraveis ao correto funcionamento do rimen (PINHO, 2016).

Bispo et al. (2007) observaram que a substituicdo de até 56% da MS de feno de capim
elefante por palma forrageira (Opuntia ficus- indica Mill) proporcionou reducéo linear no pH e
amonia (NH3) ruminal, com média acima de pH 6,2. Essa reduc¢do do pH, segundo os autores,
pode estar relacionada a répida digestdo dos carboidratos da palma, que aumenta a atividade
microbiana e eleva a concentra¢do de acidos graxos volateis (AGV), resultando em queda do
pH.

A palma forrageira, assim como outros tipos de cactaceas, contém quantidades
significativas de mucilagem. Esta mucilagem é considerada um complexo de carboidratos e a
sua composicdo tem sido objeto de diversos estudos (YAHIA et al., 2009). A presenca da
mucilagem na palma aumenta a viscosidade do fluido ruminal, impedindo aglutinacdo de bolhas

de gas durante a fermentagdo, causando a distensdo ruminal e timpanismo espumoso (SAENZ
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et al., 2004), tal disturbio reduz a absorcdo dos &cidos graxos de cadeia curta (propionato,
butirato e acetato) e promove redu¢éo no pH ruminal.

A substituicdo do feno de capim Tifton pela palma proporcionou baixos valores de
consumo de matéria seca para dietas contendo 74% de palma fresca (607 g/dia) ofertada aos
ovinos, situacdo explicada pela possivel distensdo ruminal, em decorréncia da elevada producéo
de gases, advindos da fermentacdo da palma (ANDRADE et al., 2016). A caracteristica
hidrofilica da mucilagem resulta em maior retencdo de agua e, uma vez consumida em elevadas
quantidades por parte dos animais, pode resultar na ocorréncia de diarreia (WAAL, ZEEMAN
e COMBRINCK, 2006).

Ja Andrade et al. (2016) observaram que ndo € a presenca de agua contida na palma que
provoca fezes aquosas nos animais, mas a presenca de acidos e minerais organicos da palma,
especialmente &cido oxalico, que aumenta a osmolalidade da digestdo intestinal e por
consequéncia aumenta a excre¢do de agua pelas fezes (WAAL; ZEEMAN; COMBRINCK,
2006; BATISTA et al., 2009).

Quando ha ingestdo em excesso do oxalato pode ocorrer irritacdo da mucosa intestinal
dos animais, o que pode afetar negativamente a consisténcia das fezes, pendente da gravidade
da irritagdo (TADELE, 2015). No entanto, a palma, segundo Batista et al. (2009) possui em
média 1,69 g de oxalato por quilograma de matéria seca, que correspondendo 0,16% da matéria
seca e esta bem abaixo dos 2% méaximo indicado por Rahman et al., (2013) para ocasionar
intoxicagdo nos animais ruminantes. E vale ressaltar que os ruminantes toleram maiores niveis
de oxalatos quando comparado aos ndo ruminantes, devido a presenca dos microrganismos
ruminais que promove a metabolizacdo desse composto (ASLANI et al., 2011).

Ja outros estudos demonstram que dietas com alto teor de CNF elevam o nimero de
microrganismos patégenos no trato gastrointestinal e nas fezes de animais ruminantes
(VANBAALE et al., 2004; VIMALKUMAR et al., 2016). E que a composic¢do nutricional da
ragdo tem uma significante influéncia sobre a incidéncia de E. coli no alimento e intestino de
ruminantes (GILBERT et. al., 2005).

Porém, outros estudos vém mostrando que palma forrageira pode ser utilizada como base
na alimentacdo de ruminantes sem efeitos negativos ao animal. Costa et al. (2012) nao
reportaram nenhum disturbio digestivo em ovinos em dietas com 25, 50, 75 e 100% de palma
forrageira. Da mesma forma, ndo houve fezes liquidas ou aumento da distensao abdominal nos
animais. Segundo os autores, supde-se que o pH ruminal ndo tenha sido alterado pela incluséo
da palma na dieta. Ben Salem e Smith (2008) também relataram que o alto teor CNF da palma

nédo afetou a fermentacdo ruminal em ovelhas.
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Cordova-Torres et al. (2017), substituindo 70% do feno de Tifton pela palma (Nopalea
cochenillifera) na dieta de ovinos Santa Inés, observaram que os animais desse tratamento
apresentaram ganhos de peso considerados bons, onde nesse grupo ndo evidenciaram o
aparecimento de problemas como diarreia ou outro disturbio digestivo. Barros et al. (2017)
substituiram 100% do feno de Tifton pela Palma orelha de elefante mexicana numa dieta com
relacdo volumoso: concentrado de 50:50 para novilhos, e 0s animais mantiveram o peso final
semelhante aos animais alimentados sem palma e nao apresentaram casos de diarreia.

Devido aos grandes nimeros de estudos que mostram que a palma forrageira ocasiona
problemas digestivos em animais e outros que mostram ao contrario, pesquisas devem ser
desenvolvidas para entender o que de fato esta ocasionando esses distirbios digestivos em
ruminantes alimentados com proporcdes elevados de palma. Pois esses distarbios de fato podem
ndo so estar ligados as caracteristicas nutricionais da planta, mas também ao manejo de oferta
da palma aos animais, qualidade higiénica do alimento e tempo de exposi¢do da palma ao ar

apos seu processamento, necessitando assim de mais estudos para investigar esses efeitos.
2.2 Crescimento de microrganismos indesejaveis nos alimentos in natura

A avaliacdo da microbiota patogénica presente em forragens in natura muitas vezes é
negligenciada, pois a atengdo quase sempre é voltada exclusivamente para 0s microrganismos
fermentadores. O estudo de microrganismos patogénicos em forragens é essencial, pois muitas
vezes disturbios pos-alimentares sofridos pelos animais podem estarem associados a qualidade
da forragem que é ofertada.

A sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos patdgenos nos vegetais depende
da interacdo de fatores extrinsecos e intrinsecos a planta, tais como, desenvolvimento da planta,
resisténcia bacteriana aos processos metabdlicos do vegetal, caracteristicas especificas do
microrganismo, condi¢cdes ambientais, processos de colheita, pos-colheita e armazenamento
(CORBO et al., 2005; MATTHEWS et al., 2014). Como também a composicdo quimica do
alimento, altos teores de carboidratos (CHOs), elevada umidade, altas concentracbes de
minerais e proteina facilitam o surgimento e proliferacdo desses microrganismos (AMARAL et
al., 2009; PEDROSO et al., 2007).

Existem alguns fatores que afetam diretamente a microbiota presente nos vegetais apos a
colheita, estes fatores sdo fisicos, quimicos e biologicos. Os fatores fisicos, como pH,
temperatura e umidade, afetam o crescimento e algumas atividades metabdlicas da microbiota.

Os fatores quimicos incluem a disponibilidade de nutrientes da planta que podem ser usados
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por microrganismos. J& os fatores bioldgicos incluem a competi¢do da microbiota epifita e as
interacOes planta-bactéria (SELA, 2009).

Zarete-Castrejon et al. (2016) inocularam nos cladodios de Opuntia ficus-indica Var.
Atlixco as bactérias Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em cladddios com espinhos e sem
espinhos, submetidos as temperaturas de 4 e 18°C e avaliaram a sobrevivéncia dessas bactérias
por 16 dias. Observaram que a temperatura de armazenamento e forma de processamento da
Opuntia ficus-indica (L.) Mill var. foi determinante na sobrevivéncia de S. Enteritidis e E. coli
que foram capazes de crescer e sobreviver por 16 dias a 4 e 18 °C em cladddios de palma com
espinhos. Em cladddios de palma sem espinhos, S. Enteritidis sobreviveu por 16 diasa 4 e 18
°C, enquanto E. coli sobreviveu durante este periodo a 18 °C (ZARATE-CASTREJON et al.,
2016).

O manuseio de vegetais pré-cortados ou minimamente processados, como é feito no corte
da Opuntia ficus-indica pode aumentar o risco de contaminacdo (ANGELES-NUNEZ et al.,
2014). Badosa et al. (2008) relataram que o processamento de vegetais pode aumentar a carga
de bactérias mesofilas aerdbias e coliformes em uma magnitude de um logaritmo apds o
processamento. Além de que, alguns microrganismos patogénicos podem internalizar e aderir
a superficie da planta permanecendo na mesma até o consumo humano ou animal (LIU et al.,
2013).

Segundo Zarate-Castrejon et al. (2016) algumas bactérias podem produzir biofilmes que
Ihes permitem aderir e sobreviver na superficie da epiderme de alguns alimentos, como por
exemplo nos cladddios de palma. Isso ocorre porque as bactérias tém a capacidade de formar
biofilmes na superficie da epiderme de frutos, folhas, caules e 6rgaos florais, como mecanismo
de adesdo e protecdo, e também para absorver nutrientes para seu desenvolvimento (AVILA-
QUEZADA et al., 2010).

Hernandez et al. (2009) documentaram a formacdo de biofilme por Salmonella
Typhimurium e S. Javanica 24 h ap6s inoculagéo. E ja se sabe que as bactérias Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Salmonella enterica) séo
estruturas bacterianas de 6tima aderéncia a superficies vivas e inertes, para posterior formacao
de biofilme. A E. coli O157:H7 e Salmonella spp. foram relatadas como tendo potencial de
sobreviver em superficies inertes através da formacédo de biofilmes (NOBILE e MITCHELL,
2007; AVILA-QUEZADA et al., 2010).

Os Biofilmes ou agregados nas superficies das plantas sdo col6nias de células em uma
matriz de exopolimero que podem proteger os microrganismos da dessecacdo ou de agentes

bactericidas, atuando também como pools para troca de material genético (MORRIS e
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MONIER, 2003). As microestruturas dos biofilmes séo altamente complexas e consistem em
muitos organismos simbioticos e entre eles estdo os patogénicos. A motilidade parece ajudar as
bactérias a atingir superficies estaveis e a neutralizar as repulsdes hidrofobicas da planta
(AVILA-QUEZADA et al., 2010).

Se algumas bactérias patogénicas sdo capazes de exsudar exopolissacarideos para formar
biofilmes, e com isso aderir as superficies dos alimentos, ha o risco de internalizacdo desses
microrganismos no tecido dos alimentos e permanecer la até o consumo humano e/ou animal
(ZARATE-CASTREJON et al., 2016). A internalizacio de bactérias aos tecidos vegetais pode
ocorrer através da penetracdo das raizes, sementes, frutos, e também através do manejo,
irrigacdo e adubacdo, que sdo veiculos para esses microrganismos, que podem transcolar e
sobreviver nos tecidos aéreos comestiveis das plantas (SOLOMON et al., 2002; ISLAM et al.,
2004; TANG et al., 2012).

Uma das principais vias para penetracdo dos microrganismos na cuticula de uma folha é
através de aberturas estomaticas naturais e feridas resultantes de enzimas liticas e pressdo
osmotica (FRANK et al., 2017), onde usam estbmatos como pontos de entrada para o interior
da folha. Algumas bactérias e fungos fitopatogénicos exploram os estdmatos como uma porta
de entrada para a invasdao (MELOTTO et al., 2006; XIN et al., 2018). Outra via é através dos
espacos apoplasticos dentro das folhas, que sdo grandes espacos intercelulares que medeiam as
trocas gasosas entre as células e sdo essenciais para que a maioria das espécies de plantas atinja
uma fotossintese eficiente (CHEN et al., 2020), a umidade controla a ocupacéo de patdgenos
em espacos apoplasticos e é um importante determinante inicial da colonizacgdo foliar (XIN et
al., 2018).

AE. coli enterohemorragica (EHEC) tem a capacidade de aderir difusamente a epiderme,
com agregacao ao redor dos estomatos e penetracdo a uma profundidade de 20 a 100 pum nos
estdmatos e zonas de juncdo (mesofilo esponjoso) de folhas cortadas de alface (BERGER et al.,
2010, SEO e FRANK, 1999).

Tem-se observado que varios mecanismos envolvendo adesinas, fimbrias, flagelos e os
efetores codificados por LEE (regido cromossdmica chamada locus de apagamento de
enterocitos) sdo normalmente usados por algumas bactérias como a E. coli toxigénica
verotoxigénica (VTEC) para colonizagéo e fixacdo nos vegetais (CROXEN et al., 2013). Foi
demonstrado que E. coli O157: H7 pode mover-se para dentro da planta através do sistema
radicular para alcancar a porgdo comestivel da alface (SOLOMON et al., 2002).

Cada microrganismo patogénico tem seus préprios mecanismos moleculares de adeséo e

adequacao a biosfera da planta, muitos sdo semelhantes aos mecanismos usados para colonizar
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0 hospedeiro primario. Todos 0s microrganismos sobrevivem em produtos frescos por periodos
comercialmente relevantes, podendo contaminar humanos e animais apds o consumo (LUNA-
GUEVARA et al., 2019).

2.3 Contaminagéo dos alimentos in natura por microrganismos patogénicos

A contaminacdo dos alimentos in natura por microrganismos patogénicos no ambiente
agricola esta cada vez mais sendo associado a surtos infeciosos em humanos e em animais
(LYNCH, 2009). A contaminacéo dos vegetais frescos pode ocorrer por bactérias patogénicas,
virus, fungos e protozoarios (ALAM et al., 2015; BILEK e TURANTAS, 2013).

Moreira-Machado et al. (2019) realizou uma revisdo de literatura e identificaram que a E.
coli 0157, varios sorovares de Salmonella, Shigella sonnei e Shigella flexneri, Campylobacter
jejuni e Listeria monocytogenes sdo as bactérias patogénicas apontadas como de maior risco de
surtos de doencas em humanos. Os principais virus de contaminacdo sdo o NoV e HAV,
enguanto Cyclospora e Cryptosporidium foi identificado como o protozoario mais relevante em
termos de risco de doenca.

A contaminacéo do alimento pode ocorrer em qualquer ponto da cadeia de producao, pode
ser proveniente do esterco, solo, esgoto, aguas superficiais, animais selvagens ou humanos (L1U
et al., 2013), além de ocorrer no processo de colheita e pds-colheita (CASTRO-ROSAS et al.,
2012; TANG et al., 2012). Segundo Luna-Guevara et al. (2019) é possivel dividir os fatores de
contaminacédo dos alimentos em pré-colheita e pds-colheita.

A contaminacgdo antes da colheita dos vegetais pode ocorrer através da excrecdo de
animais, solo, 4gua e aplicacdo de esterco mal compostado como fertilizante (FRANZ e VAN
BRUGGEN, 2008). Durante o cultivo, a contaminacdo dos vegetais pode ocorrer por solo
contaminado. O solo destinado a producéo agricola tem sua microbiota frequentemente alterada
com adicdo de esterco animal/biossolido humano tratado ou nédo tratado, aplicado como
fertilizante, sendo um potencial vetor capaz de abrigar microrganismos patogénicos
(GUTIERREZ-RODRIGUEZ e ADHIKARI, 2018; JULIEN-JAVAUX et al., 2019).

O transporte de microrganismos do solo contaminado para a planta pode ser mediado por
respingos provenientes de goticulas de 4gua de chuva e/ou irrigacdo (ALLENDE et al., 2017).
Além de contato direto do esterco com a superficie da planta (ALEGBELEYE et al., 2018).
Para diminuir o risco de patdgenos serem transmitidos do esterco para os vegetais, a National

Organic Program recomenda-se de no minimo 120 dias entre a aplica¢éo do esterco e a colheita
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da planta (AMS, 2000). Porém alguns estudos tém mostrados que esse periodo minimo néo é
suficiente para ocorrer a morte desses patdégenos (NATVIG et al., 2002).

Foi observado a presenca de E. coli O157 em cenouras ap0os 168 dias da aplicacdo de
esterco contaminado (ISLAM et al., 2005). Foi relatado que a Salmonella pode sobreviver até
405 dias em esterco e/ou solo fertilizado com esterco (YOU et al., 2006; HUTCHISON et al.,
2004).

Lau e Ingham (2001) avaliaram a sobrevivéncia de E. coli e enterococos em esterco
bovino incorporado em dois tipos de solos, o solo Franco argiloso siltoso (SCL) e areia argilosa
(LS), e observaram que esses microrganismos podem sobreviver pelo menos 19 semanas a 9—
21 °C em esterco/solo bovino, sendo a E. coli com melhor desenvolvimento. Por isso a
importancia de aplicar no solo esterco devidamente “estabilizado”, um método para isso € por
meio da compostagem, que reduz a presenga de microrganismos patogénicos e estabiliza o
composto.

A sobrevivéncia da E. coli 0157 melhora em temperaturas baixas, em solos argilosos e
em associacao proxima com raizes (GAGLIARDI e KARNS, 2002; INGHAM et al. 2004). Um
fato interessante é que a Salmonella e E. coli podem persistir por mais tempo no esterco obtido
de bovinos alimentados com dietas ricas em energia, com baixo teor de fibras (ALEGBELEYE
et al., 2018).

A persisténcia da bactéria introduzida no solo é determinada por diversas caracteristicas,
incluindo resisténcia a falta de alimento, capacidade de utilizar e competir por nutrientes,
tolerdncia a temperatura ou pH desfavoraveis, resisténcia a dessecacdo ou congelamento,
resisténcia a antibidticos ou outras substancias inibidoras (ALEXANDRE, 1999). Devido a alta
persisténcia de algumas bactérias no solo ou esterco pode contaminar o alimento através do
manejo. Foi verificado a transmissdo de E.coli 0157 do solo contaminado com esterco e agua
de irrigagdo para plantas de alface, onde essas bactérias estavam presentes nos tecidos internos
da planta (SOLOMON et al., 2002 ).

A 4gua de irrigacdo é outro potencial vetor de contaminacgdo. Fontes de &gua com péssima
qualidade microbiologica (aguas superficiais e aguas residuais reutilizadas) podem ser fontes
de contaminacdo microbiana (MOREIRA-MACHADO et al., 2019).

Em alguns casos, a presenca dos microrganismos patogénicos nos vegetais é
significativamente maior nos processos finais de pds-colheita em comparagdo com 0s processos
iniciais de manejo (FRANK, 2011). Segundo Luna-Guevara et al. (2019) isso pode ser devido
a contaminacéo direta subsequente ou pela multiplicacédo do patdégeno durante os procedimentos

de pds-colheita em vegetais in natura.
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As maos dos trabalhadores e os instrumentos de trabalho, como espatula, enxada, faca,
pa e entre outros, podem ser um fator adicional de contaminacdo durante o plantio, colheita e
pos-colheita. Esses podem se tornar um potencial veiculo de contaminagéo, que muitas vezes
sdo negligenciados (LYNCH et al., 2009). Foi observado a sobrevivéncia de patdgenos
microbianos, como E. coli 0157 e Salmonella em luvas de nitrila e latex apés a transferéncia
de produtos contaminados (ERICKSON et al., 2018), o que aumentar consideravelmente a
probabilidade de uma maior contaminagéo dos alimentos.

Na producdo animal, praticas como cortar a planta com faca, a mistura do alimento com
a pa, a superficie em que esse alimento estd sendo manuseado permiti a transferéncia de
microrganismos patogénicos para o alimento (YANG et al., 2012; MOREIRA-MACHADO et
al., 2019). E por consequéncia pode contaminar o animal, e desencadear problemas pds-
alimentares.

Evitar possiveis contaminagdes durante a producdo e oferta de alimentos é essencial, pois
pode ser origem de varias infeccdes e problemas pos digestério em humanos e animais. E
necessario condicdes higiénicas satisfatorias em todas as etapas de processamento dos
alimentos. Com isso, devido a grande diversidade de possiveis fontes de contaminagdo em
vegetais in natura, porém mais estudos sdo necessarios para aprender como prevenir e corrigir
a contaminacdo durante o processamento pré e pds-colheita, visto que os microrganismos
podem ocasionar alteracdes no alimento (LUNA-GUEVARA et al., 2019).

2.4 Principais microrganismos encontrados em volumosos para ruminantes

Existe uma grande abundéancia e diversidade de microrganismos epifiticos encontrados
em volumosos que sdo fornecidos aos ruminantes. A parte aérea das plantas é habitada por
microrganismos comensais, benéficos e patogénicos, essa diversidade é devido a exposi¢do
direta da planta com a atmosfera e a vegetacao circundante, sendo um sistema aberto o que
aumenta a probabilidade de ocorréncia de imigragédo e de emigragédo de microrganismos da
filosfera (LINDOW e BRANDL, 2003; CHAUDHRY et al., 2020).

A microbiota na folha € composta por intraespécies, interespécies e conjuntos
microrganismos de reino cruzado de bactérias, leveduras, fungos e protistas (HARDOIM et al.,
2015). O estabelecimento e a abundancia de diversas comunidades microbianas foliares e seus
efeitos na planta hospedeira sdo o resultado de varios processos interativos, tais como
multiplicacdo, dispersdo e declinio em um nicho especifico de um determinado microrganismo
(LAFOREST-LAPOINTE e WHITAKER, 2019; CHAUDHRY et al., 2020).
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A populagdo epifitica encontradas nos volumosos, sdo microrganismos aerobios e
anaerébios, que sdo Bactérias acido laticas (BAL), enterobactérias, clostridios, fungos
filamentosos e leveduras. A populacdo epifitica de forragens frescas varia de 10° a 10° ufc/g
MV, sendo a grande maioria aerdbia estrita (PAHLOW et al., 2003; MUCK et al., 2010).

As BAL estdo presente na forragem mil vezes menor que seus competidores, fungos e
enterobactérias, mas se multiplicam rapidamente apos o corte e picagem da forragem (LIN et
al., 1992). Pahlow (1986) realizou uma revisdo de literatura e observou que a populacédo de
bactérias laticas epifiticas nas forragens varia de 4 a 5 ufc/g MV em amostra fresca. Assim, a
populacdo dessas bactérias € muito variavel, pois oscila milhGes de unidades formadoras de
col6nias (UFC) por grama de forragem (SATTER et al., 1988).

As BAL sdo gram-positivas, catalase negativas, anaerdbias aero tolerantes e incapazes de
sintetizar ATP pela via respiratoria (LIMA et al., 1975). Essas bactérias se desenvolvem em
temperaturas entre 5 e 50 °C, sendo o ideal entre 25 e 40 °C, com isso sdo denominadas de
mesofilas (McDONALD et al.,, 1991). Dividem-se em sete géneros: Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus e Weissella (PAHLOW
et al., 2002). Dentre estes, o Lactobacillus € o género predominante em culturas forrageiras e
silagens (KOC et al., 2017).

Toledo Filho (2010) avaliou a microbiota epifitica da cana-de-agicar com 18 meses ap0s
o plantio e obteve populacdo de 6 log ufc/g MV de BAL. Pereira (2019) isolou estripes de
bactérias 4&cido-lacticas da planta e da silagem da palma forrageira, e foram
identificados a Lactobacillus plantarum, Weissela cibaria, Weissella confusa e Weissella
paramesenteroides. As espécies BAL mais prevalentes de palma forrageira in natura e silagens
foram Lactobacillus plantarum (65%).

Outro grupo de bactérias que esta presente nas forragens sao as enterobactérias. Essas séo
gram-negativas, ndo formadoras de esporos, aerébias facultativas (McDONALD et al., 1991).
De acordo com Al-Mutairi (2011), a multiplicacdo de enterobactérias no alimento é indesejavel,
visto que este grupo compreende géneros com potencial patogénico, como Klebsiella,
Citrobacter, Enterobacter e E. coli, que podem levar a casos de infecgcdes gastrointestinais e
urinarias, pneumonia e, em casos mais sérios podendo levar a morte do animal. Paulino et al.
(2021) observou populacéo elevadas de E. coli na palma in natura ap6s colhida e processada,
onde a populacéo inicial foi de 5,04 Log UFC/g para Palma Ipa Serténia e Gigante processadas
em 2 cm?,

Os clostrideos sdo bactérias gram-positivas, esporulantes, normalmente moveis, e

estritamente anaerdbios, sua presenca nas plantas verdes em forma de esporos é geralmente
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muito baixo, em fungdo da pressdo osmotica, a colheita da forragem com 30 a 35 % de MS
garante a auséncia dessas bactérias, mas iniciam sua multiplicacdo em condicdes anaerobicas
(PEREIRA et al., 2014). O crescimento de clostrideos e estimulado pela alta temperatura de
estocagem (>30°C), baixo teor de matéria seca (<30%), baixo teor de carboidratos sollveis e
alta capacidade de tamponamento (PITT et al., 1990; McDONALD et al., 1991). Os clostrideos
podem ser divididos em dois grandes grupos, de acordo com 0s componentes gque utilizam como
substrato: Clostrideos sacaroliticos (Clostridium butyricum e Clostridium tyrobutyricum) que
fermentam principalmente glucose, frutose e &cidos organicos e Clostrideos proteoliticos —
Clostridium sporogenes e Clostridium bifermentans — fermentam principalmente aminoécidos
(McDONALD et al., 1991).

Além de bactérias pode-se encontra nas forragens fungos filamentosos e leveduras que
sdo considerados microrganismos indesejaveis. Os vegetais sdo o0 habitat mais comum das
leveduras, ja que apresentam boas condi¢des para sua multiplicacdo, podendo ser encontrada
na forragem fresca em quantidade de 5,5 log UFC g*. Os fungos, principalmente espécies dos
géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillum, crescem em aerobiose, levando a formacdo de
toxinas, que quando ingeridas podem prejudicar os animais (LAZZARI, 1997; PEREIRA et al.,
2014).

2.5 Alteracdes ocasionadas por microrganismos em volumosos

A atividade microbiana pode ser benéfica ou maléfica. Benéfica, quando héa
desenvolvimento de microrganismos desejaveis que sdo benéficos na conservacdo das
caracteristicas nutricionais da forragem, e maléficas, quando a presenca de microrganismos
indesejaveis, como os clostridios, enterobactérias, mofos e leveduras, que prejudica o valor
nutricional do alimento (MUCK, 2010).

A interagdo dos microrganismos com o alimento determina a atividade microbiana na
massa ensilada ou in natura. Muitas forragens séo excelentes meios para o desenvolvimento de
diferentes microrganismos e, se as condi¢des forem favordveis para o crescimento, promovera
alteracdes quimicas e sensoriais nos alimentos (ROBAZZA et al., 2010). Por exemplo,
alimentos umidos tem condic¢des de crescimento ideal para uma gama de microrganismos, e a
maioria poderé degradar o valor nutricional da forragem (MUCK, 2010).

As caracteristicas inerentes ao préprio alimento (fatores intrinsecos) e os relacionados ao
ambiente onde esta a forragem, conhecido como fatores extrinsecos, tém grande influéncia no

tipo e diversidade microbiana que ira se desenvolver no alimento. Essas caracteristicas sdo:
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atividade de agua (aw); acidez; pH; teor de MS; umidade; o potencial de oxirreducdo (Eh);
composicdo quimica (presenca de nutrientes); temperatura; umidade; manejo; colheita, pos
colheita e entre outros (DRIEHUIS e VAN WIKSELLAR, 2000; MACEDO et al., 2017;
MATTHEWS et al., 2014).

As plantas geralmente possuem microbiota autoctone equilibrada. Mas, durante os
procedimentos de colheita e p6s colheita, pode haver contaminacdes e, ou variaches nessa
microbiota. Durante a colheita ocorre alteragdes na composi¢do quimica das forragens, devido
a respiragdo das plantas e/ou da oxidacao por microrganismos aerobios. Na colheita, em funcéo
do corte da forragem, ocorre as rupturas das células que permitem o extravasamento de liquido
celular que contém enzimas proteases, hemicelulases e amilases da prépria planta que podem
hidrolisar proteinas em aminoacidos livre e carboidratos em monossacarideos, a liberacéo
desses substratos permitem o desenvolvimento de microrganismos (WEINBERG e MUCK,
1996).

O crescimento de determinados microrganismos pode promover alteracBes quimicas e
sensoriais diferentes. As bactérias fermentam carboidratos, proteina, e consequentemente
ocasiona perda de MS e energia do alimento, promove o surgimento de odores desagradaveis
devido a producdo de compostos volateis, alteracfes de textura devido a quebra de pectina nos
vegetais, 0 acimulo de exsudatos pela hidrdlise de substratos, liberacdo de 4gua e entre outras
alteracdes (VALSECHI et al., 2006).

A presenca elevada de bactérias dos géneros Clostridium produz fermentacfes
secundarias que sdo prejudiciais a qualidade nutricional da silagem e do alimento. Essas
bactérias podem fermentar carboidratos, acido latico e aminoacidos produzindo acido butirico,
amonia, hidrogénio e dioxido de carbono, resultando em perda de MS, depreciando o valor
nutricional do alimento, e os produtos resultante de sua fermentacéo reduzem a aceitagédo pelo
animal, além de diminuir a estabilidade da silagem (MAHANNA, 1994; ROTZ e MUCK,
1994).

Adicionalmente, outro grupo de microrganismos que apresenta efeito negativo sobre a
qualidade do alimento, seja conservado ou in natura, sao enterobacterias, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae que inclui patdgenos capazes de afetar animais, plantas e humanos. Essas
bactérias sdo segundo maior grupo de bactérias presentes na microflora epifitica no silo
(PAHLOW et al., 2003). A proliferacdo destes microrganismos ocasiona perdas de MS e
pequenas perdas de energia (ROTZ e MUCK, 1994), além de redugdo das proteinas, pois,
algumas cepas sdo capazes de desaminar e descarboxilar aminoacidos, produzem toxinas e

grande quantidade de amonia, e competem por substrato com as BAL.
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As leveduras apresentam caracteristicas fisioldgicas similares aos bolores e por isso
podem deteriorar produtos ricos em carboidratos, principalmente se o alimento apresente baixo
pH e atividade de &agua inferior a 0,94. As leveduras (aerébias facultativas), utilizam
carboidratos sollveis e posteriormente &cidos organicos no seu metabolismo, causando
aumento da temperatura e pH. Tais alteracGes, proporcionam condi¢Oes ideais para o
crescimento de outros microrganismos deterioradores. 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).

As maiores alteragdes ocasionados pelo desenvolvimento fangico no alimento séo perda
de matéria seca, alteracdo do valor nutricional e contaminacéo por micotoxinas (TIBOLA et al.,
2009). Os fungos filamentosos sdo indesejaveis nos alimentos, devido a producdo de compostos
extremamente toxicos, conhecidos como micotoxinas, que causam perdas imensuraveis
(NOVINSKI, 2013). As micotoxinas sdo agentes quimicos produzidas durante o metabolismo
secundario de fungos filamentosos, que contaminam alimentos e ra¢gdes animais, produzindo
efeitos agudos (micotoxicoses) ou cronicos (OLDONI et al., 2012).

Essas alteracdes quimicas e sensoriais nos alimentos prejudica a qualidade do material e
quando esse volumoso é ofertado aos animais, 0s mesmos tem certa rejei¢do, principalmente
nas primeiras horas apos o fornecimento. As altera¢cBes quimicas e sensorias provocada por
determinados microrganismos nos alimentos pode prejudicar o consumo animal e
consequentemente seu desempenho produtivo (SILVA et al., 2015).

Além dos microrganismos indesejaveis, temos as bactérias do acido latico que sdo
consideradas microrganismos desejaveis, pois provoca alteracfes benéficas nos alimentos. A
BAL é o principal grupo de microrganismo que atua no processo fermentativo para a
conservacao da forragem, pois as bactérias lacticas podem produzir acido lactico, ou mesmo
bacteriocinas, que inibem ou eliminam certos microrganismos patégenos do alimento tanto
conservado quanto em in natura (HOFFMANN; MOUSQUER et al., 2013). A producdo de
acidos organicos reduz o pH e consequentemente impedi o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis que deterioram o material seja ensilado ou in natura (MACHADO et al., 2012).

As BAL utilizam duas rotas metabolicas (homolaticas e heterolaticas), ambas, podem
ocorrer simultaneamente durante a ensilagem, por exemplo. A primeira rota metabolica € a
homofermentativa, como produto final tem-se o lactato, responsavel por conservar 0s teores
de MS e energia da silagem. As BAL heterofermentativas, devido, converter acido lactico em
acido acético em condi¢cdes de anaerobiose e pH baixo, acarreta em reducdo na

recuperacdo de matéria seca. Por outro lado, o &cido acético controla o aparecimento de fungos
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filamentosos (mofos) e unicelulares (leveduras) aumentando a estabilidade aerdbia da silagem
(CARVALHO etal., 2014; Ll et al., 2015; BORREANI et al., 2018).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

O experimento foi conduzido no més de setembro de 2020, no laboratério de
Forragicultura do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) pertencente a Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Campus Il, localizado no municipio de Areia- Paraiba (PB), microrregido do
Brejo Paraibano (6 © 57'46 " S, 35 © 4131 "W) e no laboratorio de Microbiologia Ambiental do
Instituto Nacional do Semiarido (INSA), localizado em Campina Grande — PB (7 ° 16'36.6 "' S,
35°57'58.6 "W).

3.2 Tratamentos e periodo experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
5 x 5 (cinco niveis de palma forrageira x cinco tempos de exposi¢do), com cinco repeticoes.
Assim os tratamentos foram: 20% de palma e 80% de feno de capim-buffel, 60% de palma e
40% de feno de capim-buffel; 80% de palma e 20% de feno de capim-buffel; 90% de palma e
10% de feno de capim-buffel; e 100% de palma com base na matéria natural. E cinco tempos
0, 3, 6, 12 e 24 horas de exposicdo ao ar.

Foi utilizada a palma da variedade Palmepa-PB1 (Nopalea cochinilifera Salm Dyck) in
natura que foi triturada em maquina forrageira estacionaria regulada para cortar em particulas
de aproximadamente 2 cm? Apés a pesagem da palma e do feno foi realizado a
homogeneizacdo manual das forragens, e colocadas em bandejas de aluminio (marmitex) de
acordo com o tratamento e repeticdo, posteriormente foram acondicionadas em BOD com
temperatura controlada de 30° C por um periodo de exposicao ao ar de 24 horas. A temperatura
de 30° C foi escolhida por representar a temperatura média na regido Semiarida da Paraiba.

A palma foi proveniente da area experimental da Empresa Paraibana de Pesquisa,
Extensdo Rural e Regularizacdo Fundiaria — EMPAER em Alagoinha (latitude Sul 6° 57" 00" e
longitude 35° 32" 42", a Oeste de Greenwich e com altitude em torno de 133 m), PB, Brasil. O
plantio da palma foi realizado em agosto de 2018 com adubacéo de fundagdo com as respectivas
fontes: esterco (30 toneladas/hectare) e cinza (16 toneladas/hectare). A densidade era de 100

mil plantas ha™ espacadas em fileira simples com 1,5 m entre linhas e 15 plantas por metro
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linear. No inicio do periodo chuvoso do ano de 2020, no més de marco, o palmal foi adubado
com 10 toneladas de esterco bovino por hectare.

O feno de capim-buffel foi proveniente de uma propriedade privada situada no
municipio de So José dos Cordeiros (latitude: 07° 38' 88" S; longitude: 36° 79' 13"). O
municipio faz parte da microrregido do Cariri Ocidental e possui clima Semiarido. A
composicdo bromatoldgica da palma forrageira e feno de capim-buffel podem ser observados
na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao bromatolégica da palma forrageira e feno de capim-buffel.

Composicao bromatoldgica (g/kg) Palma Feno de capim-buffel
Matéria secal 66,4 867,4
(9/Kg MS)
Matéria organica 742,2 920,8
Proteina bruta 78,3 494
Extrato etéreo 15,7 10,8
Matéria mineral 257,8 79,2
FDN? 382,8 821,2
FDASZ 184,2 486,0
Lignina 421 79,7

IMS= Matéria Seca; 2PB= Proteina Bruta; SEE= Extrato etéreo; “MO= Matéria
organica; MM= Matéria mineral, ®FDN= Fibra em detergente Neutro; 'FDA=

Fibra em detergente acido

3.3 Composic¢ao quimica

A avaliacdo quimico-bromatolégica foi realizada no laboratério de Alimentos do INSA —
Campina Grande e no laboratorio de Forragicultura, pertencente ao CCA-UFPB, Areia.

As amostras para avaliagdo quimico-bromatoldgica da palma e do feno foram coletadas
e acondicionadas em embalagens plasticas devidamente identificadas e armazenadas em freezer
a -20°C para posteriores analises As amostras foram colocadas em estufa de ventilacdo forcada
a 55 °C por 72 horas para secagem (Método INCT-CA G-001/1), e posteriormente, moidas em
moinho de facas tipo Willey (moinho Willey, Arthur H. Thomas, PA, EUA) com peneira de
malha de 1 mm.

As analises de composicdo para matéria seca (MS; método 934.01), matéria mineral
(MM; método 942.05), proteina bruta (PB; método 954.01), extrato etéreo (EE; método 920.39)
e lignina (método 973.18), foram realizadas de acordo com a Association of Official Analytical
Chemists — AOAC (2016).
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A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas segundo metodologia proposta por VVan Soest et al. (1991), utilizando o analisador
de fibra da ANKOM (ANKOMZ200 Fibre Analyzer — ANKOM Technology Corporation,
Fairport, NY, EUA).

A capacidade tampé&o da forragem foi determinada segundo metodologia proposta por
Playne e Mc Donald (1966). Para a determinacdo dos carboidratos soltveis totais (CST) foi
utilizado o meétodo do acido sulfdrico concentrado, descrito por Dubois et al. (1956), com
adaptacéo de Corsato et al. (2008).

Para a determinacdo do N-NHs das amostras, utilizou-se a metodologia descrita por
Bolsen et al. (1992) e para estimativa do nitrogénio total da amostra foi de acordo com Detmann
etal. (2012). O pH foi determinado segundo Bolsen et al. (1992).

3.4 Determinacéo da temperatura interna e superficial do material

Nos tempos de avaliacdo foram medidas as temperaturas interna e superficial de cada
unidade experimental. Para a mensuracdo da temperatura interna e temperatura superficial
foram utilizados dois term6metros digitais de imersdo (Termdmetro Digital PLUS Tipo Espeto
a Prova D'Agua com Alarme -50 +300 °C Divisdo 1 °C Incoterm 9791.16.2.01). Para a
temperatura superficial o termémetro foi posicionado de forma horizontal e superficial na massa
das forragens, esperando por alguns segundos para estabilizacdo da temperatura. Na
averiguacdo da temperatura interna o termémetro foi posicionado de forma vertical sobre a

massa da amostra, esperando por alguns segundos para estabilizagcdo da temperatura.

3.5 Populagéo de Escherichia coli

Foram quantificadas as populacdes de Escherichia coli em amostras do material vegetal,
coletando-se 25 g de amostras nos tempos 0, 3, 6, 12 e 24 horas de todos os tratamentos. Foram
adicionados 225 mL de agua peptonada na amostra do material vegetal e colocado no
homogeneizador de amostras digital tipo stomacher (SL-299) por um minuto. Apos essa etapa,
o material foi acondicionado no isopor com gelo e encaminhado para o laboratério de
Microbiologia Ambiental do INSA, onde foram realizadas as demais etapas.

Em seguida, coletou-se 1 mL da mistura e adicionou-se 9 mL de solugéo salina (0,9%),
seguindo a técnica de diluicdo seriada até 107, em duplicata. Para cada diluicéo foi utilizada a
técnica de plagueamento por espalhamento em superficie (spread plate), onde aliquotas de 100

uL foram depositadas na superficie do meio de cultura, contido em placas de Petri, e espalhadas
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com auxilio da alca de Drigalski. Utilizou-se o Agar Eosina Azul de Metileno (EMB Levine),
do qual favorece a inibicao do crescimento de bactérias gram positivas e avaliacdo se a bactéria
é fermentadora ou ndo de lactose, onde as col6nias de E. coli séo facilmente identificaveis por
apresentarem coloragdo verde metalico.

ApOs etapa, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35° C (+0,5) durante 24
horas. As placas consideradas susceptiveis a populacdo foram aquelas com valores entre 30 e

300 UFC (unidade formadora de col6nia) em placa de Petri.

3.6 Analise da comunidade bacteriana por metataxonomia do gene rRNA ribossomal 16S

As analises da comunidade bacteriana por metataxonomia foi realizada no Laboratério de
Produtos de Origem Animal (LAPOA), pertencente ao Departamento de Zootecnia do
CCAJ/UFPB. As anélises foram realizadas em trés dos cincos tratamentos, foram escolhidos o
menor nivel (0% de feno de capim-buffel e 100% de palma), nivel intermediario (40% de feno
de capim-buffel e 60% de palma) e o mais alto (80% de feno de capim-buffel e 20% de palma)
avaliados em trés tempos dos cincos, 0 (tempo inicial), 6 (tempo intermediario) e 24 horas
(tempo final) .

A extracdo do DNA das amostras foi realizada utilizando-se o kit comercial (Power Soil
DNA Isolation kit, MoBio, Carlsbad, CA), conforme recomendacdo do fabricante. A regido
V3-V4 do gene RNAr 16S foi amplificada por PCR (95 ° C por 3 min, seguido por 25 ciclos a
95 ° Cpor30s,55°Cpor30se72°Cpor30seumaextensdo final a 72 durante 5 min)

utilizando os iniciadores 16S  Amplicon PCR  Forward Primer = &
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 'e 16S
Amplicon PCR Reverse Primer = 5 -

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
3'. As reacOes de PCR foram realizadas em triplicada, em volume final de 25uL contendo 12.5
uL de 2x kapa hifi hotstart readmix, 5 puL de cada primer e 2.5 ng de DNA molde. Os produtos
de PCR purificados foram quantificados por fluorometria utilizando Qubit 3.0 (Life Invitrogen).

A biblioteca foi preparada usando os adaptadores do “Nextera XT sample Prep Kit”
(Hlumina). Posteriormente, os fragmentos de DNA foram purificados com Agencourt AMPure
XP reagent (Beckman). Apoés a purificacdo, a biblioteca foi validada no Fragment Analyser
(Agilent Technologies). Foi realizado o sequenciamento paired-end em Miseq utilizando o kit

V2 para 2 x 250 pb (lllumina), de acordo com recomendagdes do fabricante.



31

3.7 Processamento de dados de sequenciamento

As sequéncias brutas, demultiplexadas e em pares, foram submetidas ao processamento
pela plataforma QIIME 2 v.19.7 (BOLYEN et al., 2018), onde foram unidas, selecionadas pelos
tamanhos maximo e minimo (200-500 pb), Phred score minimo de 20 e derreplicadas, por meio
do VSEARCH (ROGNES et al., 2016). Sequéncias quiméricas foram removidas utilizando o
UCHIME (EDGAR et al., 2011). O agrupamento (clusterization) foi realizado pelo método De
Novo, com 99% de similaridade entre os grupos centroides, no qual foi possivel obter as OTUs
(Operational Taxonomic Unit).

O numero de sequéncias por amostra foi normalizado em 14900 reads, a fim de efetuar
as analises de diversidade ecoldgica alfa (riqueza uniformidade) e beta (analise de componentes
principais); alinhadas pelo mafft (KATOH et al., 2002) e, entdo, utilizadas para a construcéo da
arvore filogenética pelo fasttree2 (PRICE et al., 2010). As visualizacbes da composicdo
taxondmica, mormente a abundancia relativa e a alfa diversidade, foram realizadas pelo pacote
phyloseq v.1.8.2 (MCMURDIE e HOLMES, 2013) do programa R v.3.5.7. A classificacao
taxonémica foi atribuida utilizando o método Naive Bayes sobre o banco de dados treinados do
SILVA v. 132 com 99% para regido V3-V4 (QUAST et al., 2013).

A avaliacdo da diversidade alfa foi feita por meio da estimativa dos indices ecoldgicos de
riqueza e de uniformidade das comunidades, respectivamente, Chaol e Shannon. J& para a
diversidade beta, procedeu-se através da visualizacdo grafica da Analise Componentes
Principais (PcoA — Principal Coordinate Analysis), sendo a métrica qualitativa ndo-ponderada
(unweighted) de eleicéo para a montagem da matriz de distancia base para a analise, gerada do
Unifrac (LOZUPONE e KNIGHT, 2005).

3.8 Andlise estatistica

A populacéo de E. coli foi transformada em unidades de log e apresentada com unidades
formadoras de coldnias/g de matéria natural. Os valores obtidos foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e os graus de liberdade foram desdobrados a partir de regressao linear e
polinomial para os niveis de palma e tempo de exposicdo ao ar, ao nivel de significancia de 5%
atraveés do programa estatistico SAS®.

Os indices de diversidade alfa foram avaliados por meio do teste Kruskall-Wallis pareado,
enquanto a dissimilaridade entre os tratamentos foi averiguada pelo método permutacional
multivariado (PERMANOVA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo entre os niveis de palma forrageira e o tempo de exposicdo ao ar
(P<0,001) para variaveis temperatura interna, superficial e potencial hidrogeniénico (pH)

(Tabela 2). Também foi observado interacdo (P<0,001) para a populagdo de Escherichia coli.
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Tabela 2- Valores médios da temperatura interna (T1), temperatura superficial (TS), potencial hidrogeni6énico (pH) e populacédo de E. coli em funcao
dos niveis de palma forrageira e tempo de exposicao ao ar.

Tempo, horas P-valor! P-valor?
Variaveis Niveis de Média Geral (P) Interacdo T
Palma% 0 3 6 12 24 P T
(PxT) L Q

TI,°C 20 28,60 30,98 26,68 28,88 27,22 30,47 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,397
60 26,58 29,28 31,82 28,64 28,84 29,03 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,044
80 25,00 30,50 29,44 32,64 29,04 29,32 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
90 25,02 27,96 27,00 29,44 28,84 27,65 <0,001 <0,001 <0,001 0,036 0,001
100 24,76 27,54 27,40 28,74 27,22 27,13 <0,001 <0,001 <0,001 0,679 0,163

Média Geral (T) 25,99 29,25 28,47 31,67 28,23
TS, °C 20 28,16 30,60 29,46 27,76 27,98 28,79 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,682
60 26,38 27,52 31,04 28,32 27,56 28,16 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,848
80 24,52 29,52 28,88 31,76 27,54 28,44 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
90 24,58 27,28 26,88 29,12 28,08 27,19 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001
100 24,30 26,60 27,00 28,56 26,76 26,64 <0,001 <0,001 <0,001 0,121 0,493

Média Geral (T) 25,59 28,30 28,65 29,10 27,58
pH 20 7,17 7,38 6,94 6,31 6,39 6,84 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,923
60 6,35 6,94 7,03 7,06 6,41 6,76 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
80 6,28 6,92 6,96 6,43 6,16 6,55 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
90 6,35 6,41 6,78 6,49 6,47 6,50 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
100 5,70 5,94 5,99 5,92 5,90 5,89 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Média Geral (T) 6,37 6,72 6,74 6,44 6,27 6,51
Populacdo de Escherichia coli (Log UFC6/g)

20 0,00 0,00 9,72 8,77 8,64 5,43 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
60 7,47 9,28 9,65 8,91 8,99 8,86 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
80 7,04 9,06 9,51 8,61 8,19 8,48 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,026
90 6,79 8,69 9,30 9,13 8,83 8,55 <0,001 <0,001 <0,001 0,029 0,170
100 6,47 8,34 9,16 9,05 9,02 8,41 <0,001 <0,001 <0,001 0,203 0,144

Média Geral (T) 5,55 7,07 9,47 8,89 8,73

Erro padrio da média; >Nivel de significancia de 5; *NP= Niveis de palma; “T= Tempo; SNP x T=Niveis de palma x Tempo; *®UFC= Unidades formadoras de colonia;
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A temperatura interna (Figura 1A) atingiu 0 seu pico maximo de 32°C as 12 horas de
exposicdo aerdbia. De acordo com a inclinacdo da curva pode-se observar que o tempo de

exposicdo aerobia proporcionou maior influéncia na temperatura interna que os niveis de palma.

Ten,
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Figura 1- Temperatura interna (A) e temperatura superficial (B) em funcéo dos niveis de palma
e tempo de exposicao ao ar.

Apobs 12 horas de exposicdo aerébia os volumosos atingiram a temperatura interna
méxima de 32°C, onde os microrganismos predominantes no material, estdo em intensa
atividade, metabolizando nutrientes, quebrando ligacdes carbdnicas e consequentemente
gerando calor. O tamanho de particula utilizada foi de 2 cm?, o qual favorece o crescimento de
microrganismos, pois facilita o acesso aos nutrientes necessario para sua proliferagdo
(PAULINO et al., 2021).

Segundo Paulino et al. (2021) o processo de producdo de calor interno na palma picada
se assemelha ao processo que ocorre em silagens com alta disponibilidade de acucares residuais,
onde a exposicdo do material ao ar e a presenca de grande quantidade de substrato e umidade
constituem condicOes ideais para a proliferacdo de microrganismos, que geram calor,
aumentando assim a temperatura interna. Isso explica o aumento de temperatura interna em
quase todos os niveis de palma nesse periodo.

Na figura 1A, observa-se maior temperatura para a volumosos com 46,66% de palma.
Nos maiores niveis de palma (100 e 80%) verifica-se menores temperaturas. A provavel

explicacdo para esse aumento de temperatura nos menores niveis de palma deve-se ao fato de
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que a incorporacdo do feno, material mais seco, pode evitar o adensamento das particulas da
palma, permitindo assim a entrada de ar na massa da forragem, favorecendo o crescimento de
microrganismos que geram calor durante a metabolizag&o dos nutrientes.

Para temperatura superficial (Figura 1B) houve uma maior influéncia do tempo de
exposicao ao ar, atingindo seu pico maximo de 31°C as 11 horas, esse pico foi observado no
nivel 41,21% de palma. Paulino et al. (2021) avaliaram a temperatura superficial da palma
triturada a 2 cm?2 e exposta ao ar por 24 horas, com temperatura ambiente de 25 °C, observaram
0 pico de temperatura de 27° C as 7,30 horas de exposi¢éo ao ar, inferior aos encontrados neste
estudo. Pode-se inferir que em situacdes de temperatura mais elevada, em que a temperatura
ambiente utilizada foi de 30 °C, comuns no ambiente semiarido, o crescimento microbiano no
cocho pode ser mais acentuado e os distlrbios causados por microrganismos patogenos
oportunistas podem ser mais significativos.

Houve efeito quadrético tanto dos niveis de palma quanto do tempo de exposi¢éo ao ar
nos valores de pH, com uma maior influéncia do tempo de exposicdo ao ar sobre essa variavel
(Figura 2). O ponto méaximo de 6,95 foi no nivel 35,72% de palma e para o tempo de exposicdo

ao ar de 3,14 horas.

pH = 6,479+0,022*x+0,028*y-0,0003*x2-0,0016%*y?
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Figura 2- Potencial hidrogeniénico (pH) em funcédo dos niveis de palma e tempo de exposi¢ao
ao ar.

Com aumento das proporc¢des de feno, a quantidade de matéria seca também aumentou,

e consequentemente, diminuiu a concentracdo de ions de hidrogénio, tornando o meio mais
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alcalino com pH entre 6,31 e 7,38. Em todos os tratamentos o pH é considerado de baixa acidez
(pH > 4,5) (HOFFMANN, 2001). Esse aumento do pH, associado com a maior penetracdo de
oxigénio na massa podem explicar a maior atividade microbiana nos menores niveis de palma.
O pH é um fator inerente ao alimento que pode ser 6timo ou limitante no crescimento e
multiplicagcdo de microrganismos, inclusive os patogénicos. A microbiota de alimentos pouco
acidos (pH > 4,5) é muito variada, havendo condicdes para o desenvolvimento da maioria das
bactérias, inclusive as patogénicas, bolores e leveduras (HOFFMANN, 2001).
Para a populacdo de E. coli houve efeito de interacdo entre niveis de palma e o tempo
de exposicdo ao ar (P<0,001). O pool de crescimento dessa bactéria foi ap6s 16,06 horas de
exposicdo ao ar (Figura 3). Quanto mais tempo o alimento fica exposto ao ar, maior é o

crescimento de E. coli, e com até 24h a populacédo dessa bactéria continua elevada.

E. Coli=0,549 + 0,163*x + 0,518*y - 0,0011*x— 0,0168*y

R? =0,47*

=0 00NN W

- O

Contagem de Escherichia coli (log(UFC/g))

Figura 3- Populacéo de E. coli em funcdo dos niveis de palma e tempo de exposicao ao ar.

A E. coli é uma bactéria gram-negativa e bastante versatil, se multiplica muito rpido em
diversos substratos e ambientes, podendo se multiplicar rapidamente em temperatura entre 10
°C a45° C e pHentre 4,4 2 9,5 (HOFFMANN, 2001). A temperatura ambiente utilizada foi de
30 °C, e o pH observado nos tratamentos foram considerados de baixa acidez, o que favorece
seu crescimento, principalmente nos niveis menores e intermediarios de palma.

No nivel com 20% de palma ndo teve populacdo de E. coli nos tempos 0 e 3h apds

exposicao ao ar, o contrario observa-se para 0s demais niveis. Essa auséncia de populacao possa
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estar relacionada com a menor umidade do feno, material seco, 0 que torna o meio inicialmente
menos favoravel ao crescimento bacteriano. No entanto, a partir das 6 h de exposicdo houve
um maior crescimento da populacdo de E. coli nos niveis menores de palma, fato que ja foi
explicado anteriormente pelo elevado pH e presenca de ar no meio.

Com excecdo do nivel de 20% de palma, a populagdo de E. coli no tempo inicial dos
demais niveis foram elevadas, porém todo processo de manuseio da palma e feno de capim-
buffel foi realizado de forma higiénica. Alguns microrganismos patogénicos podem estar na
epiderme do vegetal e internalizar na planta apds o processamento (LIU et al., 2013). Segundo
Zarate-Castrejon et al. (2016) algumas bactérias podem produzir biofilmes que lhes permitem
aderir e sobreviver na cera dos cladddios de palma e permanecer até a colheita e oferta aos
animais.

A internalizacdo de bactérias aos tecidos vegetais pode ocorrer através da penetracdo das
raizes, sementes, frutos, e também através do manejo, irrigacdo e adubacgdo, que sdo veiculos
para esses microrganismos, que podem transcolar e sobreviver nos tecidos aéreos comestiveis
das plantas (SOLOMON et al. 2002; ISLAM et al. 2004; TANG et al., 2012). A adubacdo com
esterco € uma pratica comum nos sistemas de producdo de palma no Semiarido Brasileiro
(FRANZ e VAN BRUGGEN, 2008; ISLAM et al., 2005) e pode ser um dos veiculos de
contaminacéo.

Para composicdo quimica, houve interacdo dos niveis de palma e tempo de exposi¢do ao
ar para materia seca (P<0,001), proteina bruta (P<0,001), capacidade tampédo (P<0,001),
carboidratos soltveis (P<0,001) e nitrogénio amoniacal (P<0,001) (Tabela 3). Observa-se para
os valores de MS efeito linear decrescente ao longo do tempo de exposicao ao ar. As bactérias,
por exemplo as enterobactérias, utilizam a MS como substrato para seu crescimento
(McDONALD et al., 1991; NASCIMENTO et al., 2016).
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Tabela 3- Composicdo quimica em funcéo dos niveis de palma forrageira e tempo de exposi¢éo ao ar.

Tempo, horas P-valor! P-valor?
Varidveis Niveis de Palma, % 0 3 6 12 24 Média Geral (P) P T Interacdo T
(PxT) L Q
MS3, g/kg 20 8289 8104 777,7 7276 590,4 747,0 <0,001 <0,001 <0,001 0,000 0, 359
60 432,1 4314 4311 397,8 388,1 416,1 <0,001 <0,001 <0,001 0,012 0,754
80 280,7 262,22 2391 2374 226,9 249,3 <0,001 <0,001 <0,001 0,019 0,202
90 148,0 1482 1483 1385 136,1 143,8 <0,001 <0,001 <0,001 0,000 0,773
100 66,4 65,8 64, 6 63,4 63,2 64,7 <0,001 <0,001 <0,001 0,000 0,002
Média Geral (T) 2318 2270 2728 3129 280,9
PB4, g/kg 20 50,3 49,3 48,9 49,3 57,5 51,1 <0,001 <0,001 0,000 <0,001  <0,001
60 57,4 55,3 53,3 53,9 54,5 54,9 <0,001 <0,001 0,000 <0,001  <0,001
80 61,1 60,6 59 64,2 64,3 61,8 <0,001 <0,001 0,000 <0,001  <0,001
90 65,1 64,2 63,9 67,2 72,5 66,6 <0,001 <0,001 0,000 <0,001  <0,001
100 78,3 76,4 75,8 77,7 79 77,3 <0,001 <0,001 0,000 <0,001  <0,001
Média Geral (T) 62,4 61,2 60,2 62,3 65,6
CHO®, mg/100mg 20 1,75 1,04 1,00 0,92 0,84 1,11 <0,001 <0,001 <0,001 0,029 0,090
60 1,78 1,63 1,13 0,91 0,84 1,26 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 0,084
80 2,54 1,76 0,75 0,73 0,66 1,29 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001
90 3,16 2,55 0,57 0,48 0,38 1,43 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001
100 6,05 3,74 0,76 0,66 0,54 2,35 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001
Média Geral (T) 3,06 2,14 0,84 0,74 0,65
N-NH36, % 20 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 <0,001 <0,001 <0,001 0,381 0,267
60 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 <0,001 <0,001 <0,001 0,725 0,000
80 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 <0,001 <0,001 <0,001 0,057 0,891
90 0,02 0,01 0,01 0,05 0,02 0,02 <0,001 <0,001 <0,001 0,039 0,000
100 0,06 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001
Média Geral (T) 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01
CT’, e.mg/100g MS 20 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 <0,001 <0,001 <0,001 0,997 0,997
60 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 <0,001 <0,001 <0,001 0,997 0,825
80 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 <0,001 <0,001 <0,001 0,086 0,719
90 0,03 0,04 0,04 0,06 0,06 0,05 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001
100 0,09 0,11 0,12 0,14 0,17 0,13 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001
Média Geral (T) 0,03 0,04 0,04 0,05 0,05

!P= palma; T= Tempo; PxT= interagdo Palma x Tempo; 2L= Linear, e Q= quadrético; Nivel de significAncia de 5%; ;*MS= Matéria Seca; “PB= Proteina Bruta, *CHO=
Carboidratos solliveis; ®N-NH3= Nitrogénio Amoniacal; "CT= Capacidade Tampao
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Para os valores de proteina bruta verifica-se efeito quadratico (Tabela 3), observa-se que
com até 6 horas de exposicdo ao ar ocorreu uma reducdo da PB, mas a partir das 12 horas
constatar-se um aumento nos valores. O alimento exposto ao ar proporciona um ambiente
favordvel para o crescimento microbiano elevado, dindmico e diverso, que utilizam os
nutrientes disponiveis para sua proliferacdo, algumas bactérias sdo capazes de degradar as
proteinas, promovendo a sua reducdo no alimento, o que justifica a diminui¢do da PB nas
primeiras 6 h de exposicéo ao ar (VALSECHI et al., 2006; McDONALD et al., 1991).

Apds 12 horas de exposi¢do ao ar houve um aumento nos valores de PB, supostamente
esse incremento é devido a propria proteina dos microrganismos, visto que a membrana
plasmatica bacteriana é composta por proteinas (60%) e lipideos (40%) (PRESCOTT et al.,
2002). Além de que existe uma grande abundancia e diversidade de microrganismos epifiticos
nesses volumosos, e quando o alimento fica exposto ao ar e tem condicgdes favoraveis para o
seu desenvolvimento, favorece a multiplicagdo dos mesmos e desenvolvimentos de outros
microrganismos oportunistas ao longo tempo (ROBAZZA et al., 2010).

Observa-se para os valores de CHO sollveis que alguns niveis de palma houve efeito
linear e para outros efeito quadratico (Tabela 3). Constatar-se uma reducao nos valores CHO
em todos niveis de palma ao longo do tempo de exposicdo ao ar. Os CHO sdo utilizados como
substrato por bactérias aerobias em funcdo da liberacdo de substratos e da manutencdo de um
pH elevado, como ja discutido anteriormente, o que explica uma reducdo mais acentuada dos
carboidratos nas dietas com maiores proporcdes de palma (MACEDO et al., 2017).

Em relacdo ao N-NHj3 identificar-se um aumento apds 12 horas de exposi¢do ao ar para
0s niveis 80 e 90% de palma e posterior reducdo (Tabela 3). O teor de N-NHz esta relacionado
a protedlise que ocorre durante o processo de fermentacdo, resultante do crescimento de
microrganismos indesejaveis, como enterobactérias, por exemplo (MUCK, 2010). Estes
microrganismos indesejaveis degradam glicose, acido latico, proteinas e aminoacidos livres,
gerando nitrogénio amoniacal (NASCIMENTO et al., 2016)

Para capacidade tampdo verifica-se efeito linear para os niveis 90 e 100% de palma em
funcéo do tempo de exposicao ao ar (Tabela 3). Pelo comportamento dos dados, observa-se um
aumento da capacidade tampdo ao longo dos tempos para as maiores propor¢oes de palma. Esse
aumento esta relacionado com presenca de substancias tamponantes (acidos oxalico, malico,
citrico, maldnico, succinico e tartaricos) nessa cactacea que podem inibir a acdo de
microrganismos deterioradores, por meio do tamponamento da massa, direcionando a

fermentacdo para a producdo de bactérias lacticas heterofementativas, que influencia
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diretamente nos valores de pH, que permaneceram mais acidos ao longo tempo (MCITEKAH,
2008; ABIDI et al., 2009; PETERA et al., 2015; CARVALHO et al., 2018).

Houve efeito significativo dos niveis de palma (P<0,001) e tempo de exposic¢ao aerobia
para matéria organica, matéria mineral e extrato etéreo (Tabela 4). Para fibra em detergente
neutro sO foi observado efeito significativo para os niveis de palma (P<0,001), resultado
esperado, visto que a medida que foi adicionado palma houve a diminuicdo do FDN, pois essa
cactacea tem valores inferiores ao do feno de capim-buffel. A palma tem valores de FDN entre
19,87% a 38,52% e o feno de capim-buffel de 71,82 a 87,41% com base na matéria seca
(MCITEKA, 2008; ANDRADE-MONTEMAYOR etal., 2011; PINHO et al., 2013; MORAES,
2013).



Tabela 4- Valores de matéria organica (MO), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e fibra em detergente neutro (FDN) dos

niveis de palma forrageira e tempo de exposic¢ao ao ar

P-valor 2

Niveis de Palma (%) Tempo (horas) Valor- P!

Variavelis, EPM EPM T

g/kg
20 60 80 90 100 0 3 6 12 24 P T PxT L o

MO  902,8 878,5 856,3 828,3 742,2 0,21 8434 846,3 842,5 8406 8351 0021 <0001 0,007 0,229 0,001 0,598
MM 97,2 121,55 1437 171,7 257,8 0,20 156,6 153,7 157,5 1594 1649 0,20 <0,001 0,007 0,229 0,001 0,598
EE 16,6 21,8 165 115 157 0,11 206 199 174 141 101 011 <0,001 <0,001 0,762  <0,001 0,372
FDN 7885 7685 7135 647,0 3828 1,95 667,6 6860 6558 6356 651,9 195 0,000 0458 0427 0,278 0,335

1P= palma; T= Tempo; PXT= interacdo Palma x Tempo; L= Linear, e Q= quadratico; Nivel de significAncia de 5%.
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Para matéria organica, observa-se efeito linear (P=0,001) decrescente em relagdo ao
tempo de exposicdo ao ar. Essa reducdo nos valores de MO provavelmente possa esta
relacionada com a respiracdo das forragens e a oxidagdo por microrganismos aerobios, visto
que durante a colheita ocorre as rupturas das células que permitem o extravasamento de liquido
celular que contém enzimas proteases, hemicelulases, amilases da propria planta que podem
hidrolisar proteinas em aminoacidos livre e carboidratos em monossacarideos, a liberacéo
desses substratos permitem o desenvolvimento de microrganismos (WEINBERG e MUCK,
1996). Esses microrganismos aerobicos utilizam os nutrientes disponivel para seu crescimento,
degradando proteinas, carboidratos e entre outros, ocasionando perdas de MS e energia
(VALSECHI et al., 2006; ROTZ; MUCK, 1994).

Observa-se efeito linear crescente (P<0,001) para MM em relagdo ao tempo de exposicado
ao ar (Tabela 4). A matéria mineral € diretamente proporcional aos valores de matéria organica,
e esse possivel incremento nos valores, esta relacionado com diminuigdo da MO na dieta.

Verifica-se efeito linear decrescente (P<0,001) para os valores de extrato etéreo (Tabela
4) em relacdo ao tempo de exposi¢cdo ao ar. As gorduras podem ser degradadas por
microrganismos lipoliticos representados por muitos bolores, leveduras e bactérias
(Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus, Burkholderia, Alcaligenes e outros), que através da
liberacdo da enzima lipase, pode romper a membrana artificial da gordura e executar uma
lipolise eficiente (GUPTA e GUPTA, 2004, TEMBHURKAR et al., 2012). Um estudo
realizado por Danthine e Blecker (2014) mostrou que a lipase microbiana apresenta maior
eficacia na quebra de gordura do que a do préprio organismo do animal (lipase enddgena).

Outro fator que pode provocar a diminuigdo dos valores de EE, é a reacdo espontanea do
oxigénio com os lipidios, conhecida como auto-oxidacao, € o processo mais comum que leva a
deterioracdo oxidativa. A rancificacdo oxidativa dos lipideos € um fendmeno espontaneo e
inevitavel, que provoca alteragcdes quimicas complexas, resultantes da interacéo do lipideo com
0 oxigénio, onde os 4&cidos graxos insaturados podem sofrer oxidacdo, degradacdo e
polimerizacdo, resultando em radicais livres (DAMODARAN, 2010; SCHWERT, 2014,
HAMILTON, 2003).

A distribuicao espacial dos tratamentos pela analise de componentes principais (PCoA),
mostrou o nivel de dissimilaridade entre os niveis de palma de acordo com o tempo de
exposicédo ao ar (Figura 4). Formaram-se grupos distintos e bem segregados, 100% de palma se
mostrou mais dissimilar em todos os tempos. Observa-se que, ao adiciona palma forrageira na
dieta, muda-se a microbiota, assim como também com o tempo de exposi¢ao ao ar promoveu

grandes modificagdes.
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Figura 4 - Diversidade beta representada por meio grafico do tipo PCoA 3D evidenciando o
grau de dissimilaridade com base na matriz de distancia do tipo Unweighted
Unifrac. T1= 100% de palma; T4 = 60% de palma e 40% de feno de capim-buffel;
T5=20% de palma e 80% de feno de capim-buffel; 0= 0 horas; 6= 6 horas e 24 =
24 horas em exposicao ao ar.

Provavelmente, estas mudangas ocorram em razdo do pH e presenca de oxigénio, 0s
quais possibilitaram o crescimento de varios microrganismos ao longo do tempo. As
caracteristicas inerentes aos proprios alimentos tém grande influéncia no tipo e diversidade
microbiana capaz de se desenvolver no meio, por exemplo, um pH préximo da neutralidade, e
alta concentracao de carboidratos, que foi 0 caso dos niveis intermediarios de palma, favorece
o crescimento de uma grande diversidade de bactérias, e dentre elas a E. coli (HUI, 2006).

Apos seis horas, notou-se aumento na riqueza e na uniformidade microbiana de todos
os niveis (Figura 5), pois quando exposto ao ar, ha o favorecimento do crescimento de diferentes
microrganismos. No tempo inicial, a dieta com maior nivel de palma tem baixos valores dos
indices de diversidade alfa (Simpson, Chaol), ao contrario das misturas com 20% e 80% de
feno de capim- buffel, onde mostrou grande diversidade microbiana desde os tempos iniciais
de exposicédo ao ar.
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Figura 5 - Grafico de caixas e bigodes a representar a diversidade alfa por meio do indice de
uniformidade de Chaol (A) e Simpson (B). T1=100% de palma; T4 = 60% de palma
e 40% de feno de capim-buffel; T5= 20% de palma e 80% de feno de capim-buffel.

Avaliando a dinamica bacteriana de racOes a base de palma, Santos et al. (2020)

verificaram que a medida que aumentou o nivel de palma forrageira nas dietas, o indice de
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diversidade diminuiu, no momento da ensilagem, corroborando com os resultados obtidos nesse
estudo, visto que foi observado baixa riqueza para a dieta com 100% de palma.

De acordo com Gobetti et al. (2013) quando a silagem apresenta condi¢bes como
anaerobiose, tem-se predominancia de bactérias produtoras de acido latico que conseguem
controlar o crescimento de outros microrganismos no meio, diminuido assim a diversidade
bacteriana. E provavel que a presenca de mucilagem da palma que tem o efeito agregador das
particulas tenha favorecido o crescimento de bactérias anaerobias fermentadoras nos niveis com
maior proporcao de palma, explicando assim a diminui¢do da diversidade microbiana.

A diversidade taxonémica das comunidades bacterianas foi caracterizada pela abundancia
de trés filos, os mais abundantes foram Bacteroidota e Firmicutes (Figura 6). Houve uma
diminuicdo na proporcéo de Bacteroidota e aumento de Firmicutes na dieta com 100% de palma

apos 6 horas de exposicao ao ar, mantendo-se abundante até as 24 horas.

T1 0H ‘ T1 6H T1 24H T4 OH ‘ T4 6H T4 24H TS5 OH T5 6H TS 24H

1.00
0.75

Bacteroidetes
0.50 Firmicutes

Proteobacteria

Relative abundance (%)

0.25

0.00

Figura 6 - Abundancia relativa dos principais filos bacterianos de niveis de palma e feno de
capim-buffel em diferentes tempos de exposicao ao ar. T1= 100% de palma; T4 =
60% de palma e 40% de feno de capim-buffel; T5= 20% de palma e 80% de feno

de capim-buffel.

Nas menores proporcdes de palma, observa-se uma maior predominancia de
Proteobacteria e Bacteroidetes, com excecdo para dieta com 60% de palma apds 6h de
exposicdo aerdbica, que teve uma maior abundancia de Firmicutes. Observa-se ainda nesse
nivel uma instabilidade na abundancia dos filos apos o tempo de exposi¢do aerobia, quando

comparado os demais niveis.
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Em Oh, a predominancia era de Bacteroidota e Proteobacterias, ap6s 6h observa-se uma
maior abundancia de Firmicutes e com 24h de Proteobacterias, essa mudancga na comunidade
bacteriana no alimento ndo € interessante que ocorra, pois pode comprometer a qualidade
nutricional da racdo e consequentemente o desempenho e satde do animal.

As Proteobacterias sdo um filo formado por bactérias gram — negativas, e nele esta
incluso uma grande variedade de agentes patogénicos, tais como Escherichia, Salmonella,
Vibrio e Helicobacter (TRABULSI et al., 2002). A E. coli, espécie que faz parte desse filo,
pode ser dividida em dois grandes grupos: comensal e patogénica. As patogénicas, possuem
mecanismos de viruléncia e patogenicidade especificos, sendo capazes de causar sérias
infeccbes e doencas, em que essas infeccbes podem ser extra-intestinais e intestinais, sendo
indesejavel a presenca desse microrganismo na dieta (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Quanto a nivel de familia, sete familias foram identificadas, sendo Leuconostocaceae,
Sphinngomonadaceae e Sphingobacteriaceae as mais abundantes (Figura 7). No nivel 100% de
palma observa-se maiores proporcdes de Leuconostocaceae e Lactobacillaceae, principalmente
apos 6h, onde houve reducdo de Acetobacteraceae, Sphingobacteriaceae, Weeksellaceae e
Sphinngomonadaceae. Quando se tem uma menor propor¢cdo de palma, observa-se maior
abundancia de  Sphinngomonadaceae,  Sphingobacteriaceae,  Spirosomaceae e
Leuconostocaceae.

T1 OH T1 6H | T1 24H T4 OH T4 6H T4 24H T5 OH T5 6H T5 24H

0.75

I Acetobacteraceae
Lactobacillaceae
0.50 Leuconostocaceae
I sphingobacteriaceae

Sphingomonadaceae
|| Weeksellaceae

Relative abundance (%)

0.25

Figura 7 - Abundéancia relativa das principais familias bacterianas de niveis de feno de capim-

buffel e palma em diferentes tempos de exposi¢cdo ao ar. T1=100% de palma; T4 =
60% de palma e 40% de feno de capim-buffel; T5= 20% de palma e 80% de feno de
capim-buffel.
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Essa abundancia de microrganismos ao longo do tempo em condicdo aerdbia, estd
relacionado a varios fatores que afetam o desenvolvimento microbiano, 0s microrganismos
apresentam alta capacidade de adaptacéo, havendo grupos especializados para crescimento, de
acordo com a disponibilidade de agua, pH, composicdo quimica, potencial de oxirredugdo e
temperatura. Além disso, eles sdo capazes de interagir uns com os outros de forma positiva ou
antagbnica, por meio da producdo de metabolicos e moléculas sinalizadoras, influenciando
assim na diversidade microbiologica dos volumosos (GRAM et al., 2002; REMENANT et al.,
2015).

Os géneros mais abundantes foram Weissella, Lactobacillus, Bacteroides, Pseudomonas,
Sphingobacterium e Sphingomonas (Figura 8). A dieta com 100% de palma ap6s 6h, verifica-
se uma maior qualidade microbiana, pois a maior predominancia é de Weissella, Lactobacillus
e Leuconostoc. Com 20% de palma observa-se a abundancia aparente de Pseudomonas,
Sphingomonas e Sphingobacterium.
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Figura 8 - Abundancia relativa dos principais géneros bacterianos de niveis de feno de capim-
buffel e palma em diferentes tempos de exposi¢do ao ar. T1=100% de palma; T4 =
60% de palma e 40% de feno de capim-buffel; T5= 20% de palma e 80% de feno de
capim-buffel.

A competicdo de diferentes microrganismos por nutrientes pode favorecer ou inibir
algumas espécies ou grupos de microrganismos. As bactérias lacticas podem produzir &cido
lactico, ou mesmo bacteriocinas, que inibem ou eliminam certos microrganismos patogenos do
alimento (HOFFMANN, 2001), o que possivelmente tenha ocorrido neste estudo, visto que
com 6h ap6s a exposicao da palma ao ar houve predominancia de Weissella, Lactobacillus e

Leuconostoc, microrganismos importantes para a conservacgao do alimento.
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Além disso, a palma forrageira apresenta elevadas concentragdes de pentoses (xilose e
arabinose) e hexoses (manose, glicose e galactose) (HABIBI et al., 2004), que é substrato das
bactérias do acido lactico (CARVALHO et al., 2014). Além disso, a palma apresenta
substancias tamponantes que podem inibir a agdo de microrganismos deterioradores, por meio
do tamponamento da massa (ISAAC, 2016; CARVALHO et al., 2018).

Segundo a classificacdo do método de aprendizagem de maquina (machine learning) do
tipo Random Forest, houve presenca de Weissella confusa e Weissella cibaria nos niveis com
maiores propor¢6es de palma. Em relagdo aos niveis com menores proporcdes de palma, houve
maior abundancia de Pseudomanas psychrotolerans (Figura 9). A bactéria W. cibaria é
classificada entre as espécies com atividades antimicrobiana e antifiungica (NDAGANO et al.,
2011).
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Figura 9- Mapa de calor de comunidades bacterianas de niveis de feno de capim-buffel e palma
em diferentes tempos de exposicdo ao ar. A= tempo Oh; B=tempo 6h; C=tempo 24h.
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T1= 100% de palma; T4= 60% de palma e 40% de feno de capim-buffel; T5= 20%
de palma e 80% de feno de capim-buffel.

Apos 6h de exposicdo aerdbia, observa-se a presenca de Flavobacterium apenas nos
niveis com 20% de palma. Apos a exposi¢do dos volumosos ao ar, as bactérias acido laticas
deixaram de prevalecer nos niveis com maiores proporcdes de feno de capim-buffel, isso pode
ter ocorrido devido ao aumento do pH, o que favoreceu o crescimento de outros
microrganismos. Como por exemplo, a Flavobacterium que é uma bactéria Gram-negativa, que
se desenvolve em diversos ambientes. Algumas espécies desse género sdo patdgenas
oportunistas, podendo inclusive, infectar seres humanos (BERNADET e BOWMAN, 2006).

Com 24h, a dieta com 100% de palma é a mais estavel, onde ha presenca consideravel
de Weisella confusa e Weisella cibaria, enquanto nos niveis contendo feno de capim-buffel
percebe-se a presenca de Pseudomonas alloputida e Sphingomonas melonis. Pereira et al.,
(2020) observou a diversidade microbiana da palma in natura e constatou que ha uma maior
predominancia de bactérias do género Weissella na planta.

Algumas espécies de Weissella tém apresentado alto potencial tecnoldgico e probidtico,
além disso, algumas cepas sdo capazes de prevenir e controlar patdgenos bacterianos por meio
da producao de compostos antimicrobianos que incluem &cido latico, peréxido de hidrogénio,
diacetil e bacteriocinas. Sdo capazes de adapta-se a inUmeros ambientes distintos e
desempenham um papel importante no processo de fermentacdo e conservacdo do alimento
(FUSCO et al., 2015; FESSARD e REMIZE, 2017).

Por outro lado, as Pseudomonas sdo bacilos gram-negativos, que apresentam grande
diversidade metabdlica, o que as tornam capazes de colonizar uma ampla variedade de nichos.
Séo relatadas como agentes deterioradores de alguns alimentos, enquanto outras espécies sao
consideradas como patogénica oportunista ou fitopatogénicas, associado infeccdo em humanos,
ndo sendo desejavel sua presenca na racdo (GAVA,; SILVA; FRIAS, 2009).

Esperava-se antes da realizacdo dessa pesquisa que a inclusdo de feno de capim-buffel
controlasse o crescimento de bactérias gram-negativas, promovendo maior preservacao da
palma processada, simulando uma situagao de cocho. No entanto, as alteragées no pH do meio,
bem como a presenca de maior aerobiose, aumentou a diversidade microbiana e tornou o
ambiente susceptivel ao crescimento de bactérias gram-negativas, bem como aumento da
populacéo de E. coli.

Esse fato é muito relevante, pois em condicGes de fazenda a palma forrageira sempre é
fornecida acompanhada de outra forragem, muitas vezes se utilizando fenos e alimentos

concentrados secos. Com base nos resultados dessa pesquisa, pode se recomendar ainda uma
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maior atengéo na higiene de cocho, bem como na forma de processamento e fracionamento da
alimentacdo em pelo menos duas vezes ao dia, para evitar o pool de microrganismos
indesejaveis, ou mesmo patogénicos, 0 que contaminaria 0s animais e causaria distarbios,

comprometendo a salde e o desempenho dos animais.

5. CONCLUSOES

A palma forrageira em combinagdo com o feno de capim-buffel aumenta a proliferacéo
de microrganismos com potencial patogénico na dieta, quando exposto ao ar em periodos
superiores a 6 horas, influenciando negativamente na qualidade microbiolégica e composicao
quimica dos volumosos. Essas mudancas sdo mais expressivas com maiores participacdes de

feno na mistura.
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