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RESUMO 

 

 Objetivou-se com o estudo avaliar a dinâmica da comunidade bacteriana de diferentes 

proporções de palma forrageira e feno de capim-buffel em função do período de exposição ao 

ar. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5 

x 5 (cinco níveis de palma e feno de capim-buffel x cinco tempos de exposição ao ar), com 

cinco repetições. Os tratamentos consistiram em níveis de palma forrageira, variando de 20 a 

100% na matéria natural, avaliados nos tempos 0, 3, 6, 12 e 24 horas. As variáveis analisadas 

foram: temperatura interna e superficial; composição química; população de Escherichia coli e 

comunidade bacteriana por metataxonomia do gene rRNA ribossomal 16S.  Houve interação 

entre os níveis de palma na dieta e o tempo de exposição ao ar (P<0,001) para temperatura 

interna e superficial, pH e população de Escherichia coli. Verificou-se que quanto menor é o 

nível de palma mais elevada foi a temperatura interna e superficial dos volumosos, atingindo o 

pico de temperatura após 12,19 e 11,87 horas de exposição 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 população de E. coli foi após 16,06 horas de exposição ao ar. Para composição química, 

houve interação (P<0,001) dos níveis de palma e tempo de exposição ao ar para matéria seca, 

proteína bruta, capacidade tampão, carboidratos solúveis e nitrogênio amoniacal. O tempo de 

exposição ao ar influenciou significativamente (P<0,001) nos valores de matéria orgânica, 

matéria mineral e extrato etéreo, para os valores de fibra em detergente neutro observou efeito 

significativo (P<0,001) para os níveis de palma. Notou-se aumento na riqueza e na 

uniformidade microbiana de todos os tratamentos após seis horas. Os gêneros mais abundantes 

foram Weissella, Lactobacillus, Bacteroides, Pseudomonas, Sphingobacterium e 

Sphingomonas. Observou-se uma maior qualidade microbiana na dieta com 100% de palma, 

com predominância de Weissella, Lactobacillus e Leuconostoc. Com 80% de feno de capim-

buffel verificou-se maior abundância aparente de Pseudomonas, Sphingomonas e 

Sphingobacterium. Com isso, conclui-se que a exposição aeróbica palma forrageira em 

combinação com o feno de capim-buffel aumenta a proliferação de microrganismos com 

potencial patogênico, em períodos superiores a 6 horas, influenciando negativamente na 

qualidade microbiológica e composição química dos volumosos. Essas mudanças são mais 

expressivas com maiores participações 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. INTRODUÇÃO 

A palma forrageira é uma cactácea de extrema importância para a alimentação animal nas 

regiões áridas e semiáridas. Em período de escassez de alimento, elevadas proporções de palma 

são fornecidas aos ruminantes. Alguns estudos apontam que grandes quantidades de palma na 

dieta podem acarretar distúrbios digestivos, os quais têm sido atribuídos ao seu baixo teor de 

matéria seca, elevado teor de carboidratos não fibrosos e a presença do ácido oxálico (oxalato) 

(MELO et al., 2006; MARQUES et al., 2017). Sendo não 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 alimentação de ruminantes sem efeitos negativos ao animal (PINHO et al., 2018).  Costa 

et al. (2012) e Barros et al. (2017) ofertaram a palma como única fonte de volumoso aos 

caprinos e ovinos, respectivamente, e não observaram distúrbios digestivos e nem perda no 

desempenho dos animais. Por isso, estudos são necessários para entender o que de fato está 

ocasionando esses distúrbios nutricionais em alguns ruminantes. 

Esses distúrbios possivelmente possam estar relacionados ao manejo de pós-colheita da 

palma, como por exemplo, a qualidade sanitária do alimento antes de ser ofertada aos animais, 

e ao tempo de exposição ao ar após seu processamento (PAULINO et al., 2021).  Existe uma 

grande abundância de microrganismos nas plantas in natura, seja epífita e/ou adquirido no 

processo de colheita e pós-colheita, visto que a contaminação do alimento pode ocorrer em 

qualquer ponto da cadeia de produção (VIMALKUMAR et. al., 2016). 

Zárate-Castrejón et al. (2016) observaram que há risco latente para o crescimento de 

patógenos de origem alimentar em cladódios de palma, particularmente quando são 

transportados ou mantidos em condições sanitárias precárias e sem refrigeração após colheita. 

Esses mesmos autores observaram a proliferação e sobrevivência da Escherichia coli (E. coli) 

por 16 dias em cladódios de palma. Além disso, a composição química da palma (rica em água 

e carboidratos não fibrosos) pode favorecer a proliferação 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 composição nutricional da dieta e tempo de 

exposição dos alimentos in natura tem influência significativa sobre a incidência de E. coli no 

alimento e no trato gastrointestinal de ruminantes (GILBERT et. al., 2005; PAULINO et al., 

2021). Visto que a infestação animal por microrganismos patógenos pode ocorrer através da 

ingestão de alimentos contaminados (GUASTALLI et al., 2010). A contaminação pode ocorrer 

durante o processamento do alimento como no próprio cocho dos animais, ocorrendo a 
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multiplicação quando a exposição do material por horas ao oxigênio nos comedouros. Foi 

observado que a palma após processada e exposta por horas ao ar facilitou a proliferação de 

enterobactérias e E. coli (PAULINO et al., 2021).   

O estudo da presença de bactérias enteropatogênicas em alimentos in natura é de extrema 

importância, pois pode estar relacionado a surtos de distúrbios 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 síntese proteica das células, causar diarreias 

hemorrágicas, colítes e várias síndromes hemolíticas urêmicas em animais e até mesmo em 

humanos, estando relacionadas as doenças veiculadas aos alimentos (ORDEN et al., 2007; 

FRIAS e KOZUSNY-ANDREANI, 2013; GUASTALLI et al., 2010).  

Dessa forma, torna-se necessário pesquisas para avaliação das condições microbiológicas 

dos volumosos in natura, pois pode ser a origem de várias infecções e problemas pós digestório 

em animais e humanos. Com isso, objetivou-se com esse estudo avaliar a dinâmica da 

comunidade bacteriana de diferentes proporções de palma forrageira e feno de capim-buffel em 

função do período de exposição ao ar. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Palma forrageira na alimentação de ruminantes 

A palma forrageira é um volumoso de grande importância para alimentação animal nas 

regiões áridas e semiáridas. Características como adaptabilidade as condições edafoclimáticas, 

elevada produção 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 produção e adaptação dessa planta nessas regiões está relacionado ao 

processo fotossintético denominado Metabolismo Ácido das Crassuláceas - CAM, onde os 

estômatos mantêm-se fechados durante o dia e a noite abrem-se para fixação de CO2, 

acarretando menos perdas de água por transpiração para o meio (TAIZ et al., 2017). Dentro da 

família das cactáceas as espécies mais cultivadas e ofertadas aos ruminantes são a Opuntia 

fícus-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 composição químico-bromatológica da palma forrageira é bastante variável, depende 

da espécie, variedade, idade, condições edafoclimáticas e entre outros fatores que influência no 
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seu valor nutricional (FROTA, 2015). Independentemente do gênero, a palma apresenta baixos 

teores de matéria seca (6,1% a 17,1%), proteína bruta (2,9% a 7,23%), fibra em detergente 

neutro (19,87% a 38,52%) e fibra em detergente ácido (9,5% a 22,5%). Por outro lado, apresenta 

teores consideráveis de carboidratos não fibrosos (64 - 71%), nutrientes digestíveis 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 vêm sendo apontados por alguns estudos como limitantes para 

o fornecimento aos ruminantes, pois é fonte de energia prontamente disponível para 

fermentação microbiana e apresenta baixos teores de fibra (MELO, 2006; SOUZA et al., 2010; 

MARQUES et al., 2017). Sendo não recomendado o seu fornecimento aos ruminantes 

exclusivamente como fonte de volumoso. 

Quando elevadas proporções de palma forrageira são fornecidas na dieta alimentar de 

ruminantes, tem sido observados problemas como perda de peso, ocorrência de distúrbios 

digestivos, resultando em diarreia (TEGEGNE et al., 2005; MELO et al., 2006), redução no 

teor de gordura do leite (COSTA et al., 2010) e diminuição do consumo e digestibilidade dos 

nutrientes (ANDRADE et al., 2002).  Além de timpanismo espumoso observado por Amorim 

et al. (2008).   

Estes problemas estão sendo associado à rápida fermentação de carboidratos não fibrosos 

(CNF), da natureza hidrofílica e do reduzido teor de matéria seca (MS) dos mucopolissacarídeos 

que formam a mucilagem, que favorecem a diminuição do pH ruminal. O pH atua como 

moderador do desenvolvimento de classes de microrganismos que, na maioria das vezes, 

promovem alterações não favoráveis ao correto funcionamento do rúmen (PINHO, 2016).  

Bispo et al. (2007) observaram que a substituição de até 56% da MS de feno de capim 

elefante por palma forrageira (Opuntia fícus- indica Mill) proporcionou redução linear no pH e 

amônia (NH3) ruminal, com média acima de pH 6,2. Essa redução do pH, segundo os autores, 

pode estar relacionada a rápida digestão dos carboidratos da palma, que aumenta a atividade 

microbiana e eleva a concentração de ácidos graxos voláteis (AGV), resultando em queda do 

pH. 

A palma forrageira, assim como outros tipos de cactáceas, contém quantidades 

significativas de mucilagem. Esta mucilagem é considerada um complexo de carboidratos e a 

sua composição tem sido objeto de diversos estudos (YAHIA et al., 2009). A presença da 

mucilagem na palma aumenta a viscosidade do fluído ruminal, impedindo aglutinação de bolhas 

de gás durante a fermentação, causando a distensão ruminal e timpanismo espumoso (SÁENZ 
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et al., 2004), tal distúrbio reduz a absorção dos ácidos graxos de cadeia curta (propionato, 

butirato e acetato) e promove redução no pH ruminal. 

A substituição 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, situação explicada pela possível distensão ruminal, em decorrência da elevada produção 

de gases, advindos da fermentação da palma (ANDRADE et al., 2016). A característica 

hidrofílica da mucilagem resulta em maior retenção de água e, uma vez consumida em elevadas 

quantidades por parte dos animais, pode resultar na ocorrência de diarreia (WAAL, ZEEMAN 

e COMBRINCK, 2006).  

Já Andrade et al. (2016) observaram que não é a presença de água contida na palma que 

provoca fezes aquosas nos animais, mas a presença de ácidos e minerais orgânicos da palma, 

especialmente ácido oxálico, que aumenta a osmolalidade da digestão intestinal e por 

consequência aumenta a excreção de água pelas fezes (WAAL; ZEEMAN; COMBRINCK, 

2006; BATISTA et al., 2009).  

Quando há ingestão em excesso do oxalato pode ocorrer irritação da mucosa intestinal 

dos animais, o que pode afetar negativamente a consistência das fezes, pendente da gravidade 

da irritação (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 está bem abaixo dos 2% máximo indicado por Rahman et al., (2013) para ocasionar 

intoxicação nos animais ruminantes. E vale ressaltar que os ruminantes toleram maiores níveis 

de oxalatos quando comparado aos não ruminantes, devido a presença dos microrganismos 

ruminais que promove a metabolização desse composto (ASLANI et al., 2011). 

Já outros estudos demonstram que dietas com alto teor de CNF elevam o número de 

microrganismos patógenos no trato gastrointestinal e nas fezes de animais ruminantes 

(VANBAALE et al., 2004; VIMALKUMAR et al., 2016). E que a composição nutricional da 

ração tem uma significante influência sobre a incidência de E. coli no alimento e intestino de 

ruminantes (GILBERT et. al., 2005).  

Porém, outros estudos vêm mostrando que palma forrageira pode ser utilizada como base 

na alimentação de ruminantes sem efeitos negativos ao animal. Costa et al. (2012) não 

reportaram nenhum distúrbio digestivo em ovinos em dietas com 25, 50, 75 e 100% de palma 

forrageira. Da mesma forma, não houve fezes líquidas ou aumento da distensão abdominal nos 

animais. Segundo os autores, supõe-se que o pH ruminal não tenha sido alterado pela inclusão 

da palma na dieta. Ben Salem e Smith (2008) também relataram que o alto teor CNF da palma 

não afetou a fermentação 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 Inês, observaram que os animais desse tratamento 

apresentaram ganhos de peso considerados bons, onde nesse grupo não evidenciaram o 

aparecimento de problemas como diarreia ou outro distúrbio digestivo. Barros et al. (2017) 

substituíram 100% do feno de Tifton pela Palma orelha de elefante mexicana numa dieta com 

relação volumoso: concentrado de 50:50 para novilhos, e os animais mantiveram o peso final 

semelhante aos animais alimentados sem palma e não apresentaram casos de diarreia.  

Devido aos grandes números de estudos que mostram que a palma forrageira ocasiona 

problemas digestivos em animais e outros que mostram ao contrário, pesquisas devem ser 

desenvolvidas para entender o que de fato está ocasionando esses distúrbios digestivos em 

ruminantes alimentados com proporções elevados de palma. Pois esses distúrbios de fato podem 

não só estar ligados às características nutricionais da planta, mas também ao manejo de oferta 

da palma aos animais, qualidade higiênica do alimento e tempo de exposição da palma ao ar 

após seu processamento, necessitando assim de mais estudos para investigar esses efeitos. 

2.2 Crescimento de microrganismos indesejáveis nos alimentos in natura 

A avaliação da microbiota patogênica presente em forragens in natura muitas vezes é 

negligenciada, pois a atenção quase sempre é voltada exclusivamente para os microrganismos 

fermentadores. O estudo de microrganismos patogênicos em forragens é essencial, pois muitas 

vezes distúrbios pós-alimentares sofridos pelos animais podem estarem associados a qualidade 

da forragem que é ofertada.  

A sobrevivência e desenvolvimento de microrganismos patógenos nos vegetais depende 

da interação de fatores extrínsecos e intrínsecos a planta, tais como, desenvolvimento da planta, 

resistência bacteriana aos processos metabólicos do vegetal, características específicas do 

microrganismo, condições ambientais, processos de colheita, pós-colheita e armazenamento 

(CORBO et al., 2005; MATTHEWS et al., 2014). Como também a composição química do 

alimento, altos teores de carboidratos (CHOs), elevada umidade, altas concentrações de 

minerais e proteína facilitam o surgimento e proliferação desses microrganismos (AMARAL et 

al., 2009; PEDROSO et al., 2007). 

Existem alguns fatores que afetam diretamente a microbiota presente nos vegetais após a 

colheita, estes fatores são físicos, químicos e biológicos. Os fatores físicos, como pH, 

temperatura e umidade, afetam o crescimento e algumas atividades metabólicas da microbiota. 

Os fatores químicos incluem a disponibilidade de nutrientes da planta que podem ser usados 
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por microrganismos. Já os fatores biológicos incluem a competição da microbiota epífita e as 

interações planta-bactéria (SELA, 2009). 

Zárete-Castrejón et al. (2016) inocularam nos cladódios de Opuntia ficus-indica Var. 

Atlixco as bactérias Salmonella Enteritidis e Escherichia coli em cladódios com espinhos e sem 

espinhos, submetidos as temperaturas de 4 e 18ºC e avaliaram a sobrevivência 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 sobrevivência de S. Enteritidis e E. coli 

que foram capazes de crescer e sobreviver por 16 dias a 4 e 18 °C em cladódios de palma com 

espinhos. Em cladódios de palma sem espinhos, S. Enteritidis sobreviveu por 16 dias a 4 e 18 

°C, enquanto E. coli sobreviveu durante este período a 18 °C (ZÁRATE-CASTREJÓN 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 contaminação (ANGELES-NÚÑEZ et al., 

2014). Badosa et al. (2008) relataram que o processamento de vegetais pode aumentar a carga 

de bactérias mesófilas aeróbias e coliformes em uma magnitude de um logaritmo após o 

processamento. Além de que, alguns microrganismos patogênicos podem internalizar e aderir 

à superfície da planta permanecendo na mesma até o consumo humano ou animal (LIU et al., 

2013).   

Segundo Zárate-Castrejón et al. (2016) algumas bactérias podem produzir biofilmes que 

lhes permitem aderir e sobreviver na superfície da epiderme de alguns alimentos, como por 

exemplo nos cladódios de palma.  Isso ocorre porque as bactérias têm a capacidade de formar 

biofilmes na superfície da epiderme de frutos, folhas, caules e órgãos florais, como mecanismo 

de adesão e proteção, e também para absorver nutrientes para seu desenvolvimento (ÁVILA-

QUEZADA et al., 2010). 

Hernandez et al. (2009) documentaram a formação de biofilme por Salmonella 

Typhimurium e S. Javanica 24 h após inoculação. E já se sabe que as bactérias Gram-negativas 

(Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Salmonella enterica) são 

estruturas bacterianas de ótima aderência a superfícies vivas e inertes, para posterior formação 

de biofilme. A E. coli O157:H7 e Salmonella spp. foram relatadas como tendo potencial de 

sobreviver em superfícies inertes através da formação de biofilmes (NOBILE e MITCHELL, 

2007; ÁVILA-QUEZADA et al., 2010). 

Os Biofilmes ou agregados nas superfícies das plantas são colônias de células em uma 

matriz de exopolímero que podem proteger os microrganismos da dessecação 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 são altamente complexas e consistem em 

muitos organismos simbióticos e entre eles estão os patogênicos. A motilidade parece ajudar as 

bactérias a atingir superfícies estáveis e a neutralizar as repulsões hidrofóbicas da planta 

(ÁVILA-QUEZADA et al., 2010). 

Se algumas bactérias patogênicas são capazes de exsudar exopolissacarídeos para formar 

biofilmes, e com isso aderir às superfícies dos alimentos, há o risco de internalização desses 

microrganismos no tecido dos alimentos e permanecer lá até o consumo humano e/ou animal 

(ZÁRATE-CASTREJÓN et al., 2016). A internalização de bactérias aos tecidos vegetais pode 

ocorrer através da penetração das raízes, sementes, frutos, e também através do manejo, 

irrigação e adubação, que são veículos para esses microrganismos, que podem transcolar e 

sobreviver nos tecidos aéreos comestíveis das plantas (SOLOMON et al., 2002; ISLAM et al., 

2004; TANG et al., 2012). 

Uma das principais vias para penetração dos microrganismos na cutícula de uma folha é 

através de aberturas estomáticas naturais e feridas resultantes de enzimas líticas e pressão 

osmótica (FRANK et al., 2017), onde usam estômatos como pontos de entrada para o interior 

da folha. Algumas bactérias e fungos fitopatogênicos exploram os estômatos como uma porta 

de entrada para a invasão (MELOTTO et al., 2006; XIN et al., 2018). Outra via é através dos 

espaços apoplásticos dentro das folhas, que são grandes espaços intercelulares que medeiam as 

trocas gasosas entre as células e são essenciais para que a maioria das espécies de plantas atinja 

uma fotossíntese eficiente (CHEN et al., 2020), a umidade controla a ocupação de patógenos 

em espaços apoplásticos e é um importante determinante inicial da colonização foliar (XIN et 

al., 2018). 

A E. coli enterohemorrágica (EHEC) tem a capacidade de aderir difusamente à epiderme, 

com agregação ao redor dos estômatos e penetração a uma profundidade de 20 a 100 μm nos 

estômatos e zonas de junção (mesofilo esponjoso) de folhas cortadas de alface (BERGER et al., 

2010, SEO e FRANK, 1999). 

Tem-se observado que vários mecanismos envolvendo adesinas, fímbrias, flagelos e os 

efetores codificados por LEE (região cromossômica chamada locus de apagamento de 

enterócitos) são normalmente usados por algumas bactérias como a E. coli toxigênica 

verotoxigênica (VTEC) para colonização e fixação 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 alcançar a porção comestível da alface (SOLOMON et al., 2002).  

Cada microrganismo patogênico tem seus próprios mecanismos moleculares de adesão e 

adequação à biosfera da planta, muitos são semelhantes aos mecanismos usados para colonizar 
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o hospedeiro primário. Todos os microrganismos sobrevivem em produtos frescos por períodos 

comercialmente relevantes, podendo contaminar humanos e animais após o consumo (LUNA-

GUEVARA et al., 2019). 

 

2.3 Contaminação dos alimentos in natura por microrganismos patogênicos 

A contaminação dos alimentos in natura por microrganismos patogênicos no ambiente 

agrícola está cada vez mais sendo associado a surtos infeciosos em humanos e em animais 

(LYNCH, 2009).  A contaminação dos vegetais frescos pode ocorrer por bactérias patogênicas, 

vírus, fungos e protozoários (ALAM et al., 2015; BILEK e TURANTAS, 2013).  

Moreira-Machado et al. (2019) realizou uma revisão de literatura e identificaram que a E. 

coli O157, vários sorovares de Salmonella, Shigella sonnei e Shigella flexneri, Campylobacter 

jejuni e Listeria monocytogenes são as bactérias patogênicas apontadas como de maior risco de 

surtos de doenças em humanos. Os principais vírus de contaminação são o NoV e HAV, 

enquanto Cyclospora e Cryptosporidium foi identificado como o protozoário mais relevante em 

termos de risco de doença. 

A contaminação do alimento pode ocorrer em qualquer ponto da cadeia de produção, pode 

ser proveniente do esterco, solo, esgoto, águas superficiais, animais selvagens ou humanos (LIU 

et al., 2013), além de ocorrer no processo de colheita e pós-colheita (CASTRO-ROSAS et al., 

2012; TANG et al., 2012). Segundo Luna-Guevara et al. (2019) é possível dividir os fatores de 

contaminação dos alimentos em pré-colheita e pós-colheita.  

A contaminação antes da colheita dos vegetais pode ocorrer através da excreção de 

animais, solo, água e aplicação de esterco mal compostado como fertilizante (FRANZ e VAN 

BRUGGEN, 2008). Durante o cultivo, a contaminação dos vegetais pode ocorrer por solo 

contaminado. O solo destinado à produção agrícola tem sua microbiota frequentemente alterada 

com adição de esterco animal/biossólido humano tratado ou não tratado, aplicado como 

fertilizante, sendo um potencial vetor capaz de abrigar microrganismos patogênicos 

(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 gotículas de água de chuva e/ou irrigação (ALLENDE et al., 2017). 

Além de contato direto do esterco com a superfície da planta (ALEGBELEYE et al., 2018). 

Para diminuir o risco de patógenos serem transmitidos do esterco para os vegetais, a National 

Organic Program recomenda-se de no mínimo 120 dias entre a aplicação do esterco e a colheita 
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da planta (AMS, 2000). Porém alguns estudos têm mostrados que esse período mínimo não é 

suficiente para ocorrer a morte desses patógenos (NATVIG et al., 2002). 

Foi observado a presença de E. coli O157 em cenouras após 168 dias da aplicação 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 sobrevivência 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 

importância de aplicar no solo esterco devidamente “estabilizado”, um método para isso é por 

meio da compostagem, que reduz a presença de microrganismos patogênicos e estabiliza o 

composto.  

A sobrevivência da E. coli O157 melhora em temperaturas baixas, em solos argilosos e 

em associação próxima com raízes (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 persistência da bactéria introduzida no solo é determinada por diversas características, 

incluindo resistência à falta de alimento, capacidade de utilizar e competir por nutrientes, 

tolerância a temperatura ou pH desfavoráveis, resistência à dessecação ou congelamento, 

resistência a antibióticos ou outras substâncias inibidoras (ALEXANDRE, 1999). Devido à alta 

persistência de algumas bactérias no solo ou esterco pode contaminar o alimento através do 

manejo. Foi verificado a transmissão de E.coli O157 do solo contaminado com esterco e água 

de irrigação para plantas de alface, onde essas bactérias estavam presentes nos tecidos internos 

da planta (SOLOMON et al., 2002 ). 

A água de irrigação é outro potencial vetor de contaminação. Fontes de água com péssima 

qualidade microbiológica (águas superficiais e águas residuais reutilizadas) podem ser fontes 

de contaminação microbiana (MOREIRA-MACHADO et al., 2019). 

Em alguns casos, a presença dos microrganismos patogênicos nos vegetais é 

significativamente maior nos processos finais de pós-colheita em comparação com os processos 

iniciais de manejo (FRANK, 2011).  Segundo Luna-Guevara et al. (2019) isso pode ser devido 

à contaminação direta subsequente ou pela multiplicação do patógeno durante os procedimentos 

de pós-colheita em vegetais in natura. 
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As mãos dos trabalhadores e os instrumentos de trabalho, como espátula, enxada, faca, 

pá e entre outros, podem ser um fator adicional de contaminação durante o plantio, colheita e 

pós-colheita. Esses podem se tornar um potencial veículo de contaminação, que muitas vezes 

são negligenciados (LYNCH et al., 2009). Foi observado a sobrevivência de patógenos 

microbianos, como E. coli O157 e Salmonella em luvas de nitrila e látex após a transferência 

de produtos contaminados (ERICKSON et al., 2018), o que aumentar consideravelmente a 

probabilidade de uma maior contaminação dos alimentos.  

Na produção animal, práticas como cortar a planta com faca, a mistura do alimento com 

a pá, a superfície em que esse alimento está sendo manuseado permiti a transferência de 

microrganismos patogênicos para o alimento (YANG et al., 2012; MOREIRA-MACHADO et 

al., 2019). E por consequência pode contaminar o animal, e desencadear problemas pós-

alimentares. 

Evitar possíveis contaminações durante a produção e oferta de alimentos é essencial, pois 

pode ser origem de várias infecções e problemas pós digestório em humanos e animais. É 

necessário condições higiênicas satisfatórias em todas as etapas de processamento dos 

alimentos. Com isso, devido à grande diversidade de possíveis fontes de contaminação em 

vegetais in natura, porém mais estudos são necessários para aprender como prevenir e corrigir 

a contaminação durante o processamento pré e pós-colheita, visto que os microrganismos 

podem ocasionar alterações no alimento (LUNA-GUEVARA et al., 2019).  

 

2.4 Principais microrganismos encontrados em volumosos para ruminantes 

Existe uma grande abundância e diversidade de microrganismos epifíticos encontrados 

em volumosos que são fornecidos aos ruminantes. A parte aérea das plantas é habitada por 

microrganismos comensais, benéficos e patogênicos, essa diversidade é devido a exposição 

direta da planta com a atmosfera e à vegetação circundante, sendo um sistema aberto o que 

aumenta a probabilidade de ocorrência de imigração e de emigração de microrganismos da 

filosfera (LINDOW e BRANDL, 2003; CHAUDHRY et al., 2020).  

A microbiota na folha é composta por intraespécies, interespécies e conjuntos 

microrganismos de reino cruzado de bactérias, leveduras, fungos e protistas (HARDOIM et al., 

2015). O estabelecimento e a abundância de diversas comunidades microbianas foliares e seus 

efeitos na planta hospedeira são o resultado de vários processos interativos, tais como 

multiplicação, dispersão e declínio em um nicho específico de um determinado microrganismo 

(LAFOREST-LAPOINTE e WHITAKER, 2019; CHAUDHRY et al., 2020). 
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A população epifítica encontradas nos volumosos, são microrganismos aeróbios e 

anaeróbios, que são Bactérias ácido láticas (BAL), enterobactérias, clostrídios, fungos 

filamentosos e leveduras. A população epifítica de forragens frescas varia de 106 a 109 ufc/g 

MV, sendo a grande maioria aeróbia estrita (PAHLOW et al., 2003; MUCK et al., 2010).  

As BAL estão presente na forragem mil vezes menor que seus competidores, fungos e 

enterobactérias, mas se multiplicam rapidamente após o corte e picagem da forragem (LIN et 

al., 1992). Pahlow (1986) realizou uma revisão de literatura e observou que a população de 

bactérias láticas epifíticas nas forragens varia de 4 a 5 ufc/g MV em amostra fresca. Assim, a 

população dessas bactérias é muito variável, pois oscila milhões de unidades formadoras de 

colônias (UFC) por grama de forragem (SATTER et al., 1988).  

As BAL são gram-positivas, catalase negativas, anaeróbias aero tolerantes e incapazes de 

sintetizar ATP pela via respiratória (LIMA et al., 1975). Essas bactérias se desenvolvem em 

temperaturas entre 5 e 50 oC, sendo o ideal entre 25 e 40 oC, com isso são denominadas de 

mesófilas (McDONALD et al., 1991). Dividem-se em sete gêneros: Lactobacillus, 

Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus e Weissella (PAHLOW 

et al., 2002). Dentre estes, o Lactobacillus é o gênero predominante em culturas forrageiras e 

silagens (KOC et al., 2017).  

Toledo Filho (2010) avaliou a microbiota epifítica da cana-de-açúcar com 18 meses após 

o plantio e obteve população de 6 log ufc/g MV de BAL. Pereira (2019) isolou estripes de 

bactérias ácido-lácticas 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 está presente nas forragens são as enterobactérias. Essas são 

gram-negativas, não formadoras de esporos, aeróbias facultativas (McDONALD et al., 1991). 

De acordo com Al-Mutairi (2011), a multiplicação de enterobactérias no alimento é indesejável, 

visto que este grupo compreende gêneros com potencial patogênico, como Klebsiella, 

Citrobacter, Enterobacter e E. coli, que podem levar a casos de infecções gastrointestinais e 

urinárias, pneumonia e, em casos mais sérios podendo levar a morte do animal. Paulino et al. 

(2021) observou população elevadas de E. coli na palma in natura após colhida e processada, 

onde a população inicial foi de 5,04 Log UFC/g para Palma Ipa Sertânia e Gigante processadas 

em 2 cm2.    

Os clostrídeos são bactérias gram-positivas, esporulantes, normalmente móveis, e 

estritamente anaeróbios, sua presença nas plantas verdes em forma de esporos é geralmente 
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muito baixo, em função da pressão osmótica, a colheita da forragem com 30 a 35 % de MS 

garante a ausência dessas bactérias, mas iniciam sua multiplicação em condições anaeróbicas 

(PEREIRA et al., 2014). O crescimento de clostrídeos é estimulado pela alta temperatura de 

estocagem (>30°C), baixo teor de matéria seca (<30%), baixo teor de carboidratos solúveis e 

alta capacidade de tamponamento (PITT et al., 1990; McDONALD et al., 1991). Os clostrídeos 

podem ser divididos em dois grandes grupos, de acordo com os componentes que utilizam como 

substrato: Clostrídeos sacarolíticos (Clostridium butyricum e Clostridium tyrobutyricum) que 

fermentam principalmente glucose, frutose e ácidos orgânicos e Clostrídeos proteolíticos – 

Clostridium sporogenes e Clostridium bifermentans – fermentam principalmente aminoácidos 

(McDONALD et al., 1991).  

Além de bactérias pode-se encontra nas forragens fungos filamentosos e leveduras que 

são considerados microrganismos indesejáveis. Os vegetais são o habitat mais comum das 

leveduras, já que apresentam boas condições para sua multiplicação, podendo ser encontrada 

na forragem fresca em quantidade de 5,5 log UFC g-1. Os fungos, principalmente espécies dos 

gêneros Aspergillus, Fusarium e Penicillum, crescem em aerobiose, levando a formação de 

toxinas, que quando ingeridas podem prejudicar os animais (LAZZARI, 1997; PEREIRA et al., 

2014). 

 

2.5 Alterações ocasionadas por microrganismos em volumosos  

A atividade microbiana pode ser benéfica ou maléfica. Benéfica, quando há 

desenvolvimento de microrganismos desejáveis que são benéficos na conservação das 

características nutricionais da forragem, e maléficas, quando a presença de microrganismos 

indesejáveis, como os clostrídios, enterobactérias, mofos e leveduras, que prejudica o valor 

nutricional do alimento (MUCK, 2010). 

A interação dos microrganismos com o alimento determina a atividade microbiana na 

massa ensilada ou in natura. Muitas forragens são excelentes meios para o desenvolvimento de 

diferentes microrganismos e, se as condições forem favoráveis para o crescimento, promoverá 

alterações químicas e sensoriais nos alimentos (ROBAZZA et al., 2010). Por exemplo, 

alimentos úmidos tem condições de crescimento ideal para uma gama de microrganismos, e a 

maioria poderá degradar o valor nutricional da forragem (MUCK, 2010). 

As características inerentes ao próprio alimento (fatores intrínsecos) e os relacionados ao 

ambiente onde está a forragem, conhecido como fatores extrínsecos, têm grande influência no 

tipo e diversidade microbiana que irá se desenvolver no alimento. Essas características são: 
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atividade de água (aw); acidez; pH; teor de MS; umidade; o potencial de oxirredução (Eh); 

composição química (presença de nutrientes); temperatura; umidade; manejo; colheita, pós 

colheita e entre outros (DRIEHUIS e VAN WIKSELLAR, 2000; MACÊDO et al., 2017; 

MATTHEWS et al., 2014).  

As plantas geralmente possuem microbiota autóctone equilibrada. Mas, durante os 

procedimentos de colheita e pós colheita, pode haver contaminações e, ou variações nessa 

microbiota. Durante a colheita ocorre alterações na composição química das forragens, devido 

a respiração das plantas e/ou da oxidação por microrganismos aeróbios. Na colheita, em função 

do corte da forragem, ocorre as rupturas das células que permitem o extravasamento de líquido 

celular que contém enzimas proteases, hemicelulases e amilases da própria planta que podem 

hidrolisar proteínas em aminoácidos livre e carboidratos em monossacarídeos, a liberação 

desses substratos permitem o desenvolvimento de microrganismos (WEINBERG e MUCK, 

1996). 

O crescimento de determinados microrganismos pode promover alterações químicas e 

sensoriais diferentes. As bactérias fermentam carboidratos, proteína, e consequentemente 

ocasiona perda de MS e energia do alimento, promove o surgimento de odores desagradáveis 

devido à produção de compostos voláteis, alterações de textura devido à quebra de pectina nos 

vegetais, o acúmulo de exsudatos pela hidrólise de substratos, liberação de água e entre outras 

alterações (VALSECHI et al., 2006). 

A presença elevada de bactérias dos gêneros Clostridium produz fermentações 

secundárias que são prejudiciais à qualidade nutricional da silagem e do alimento. Essas 

bactérias podem fermentar carboidratos, ácido lático e aminoácidos produzindo ácido butírico, 

amônia, hidrogênio e dióxido de carbono, resultando em perda de MS, depreciando o valor 

nutricional do alimento, e os produtos resultante de sua fermentação reduzem a aceitação 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, são enterobactérias, pertencentes a família 

Enterobacteriaceae que inclui patógenos capazes de afetar animais, plantas e humanos. Essas 

bactérias são segundo maior grupo de bactérias presentes na microflora epifítica no silo 

(PAHLOW et al., 2003). A proliferação destes microrganismos ocasiona perdas de MS e 

pequenas perdas de energia (ROTZ e MUCK, 1994), além de redução das proteínas, pois, 

algumas cepas são capazes de desaminar e descarboxilar aminoácidos, produzem toxinas e 

grande quantidade de amônia, e competem por substrato com as BAL. 
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As leveduras apresentam características fisiológicas similares aos bolores e por isso 

podem deteriorar produtos ricos em carboidratos, principalmente se o alimento apresente baixo 

pH e atividade de água inferior a 0,94. As leveduras (aeróbias facultativas), utilizam 

carboidratos solúveis e posteriormente ácidos orgânicos no seu metabolismo, causando 

aumento da temperatura e pH. Tais alterações, proporcionam condições ideais para o 

crescimento de outros microrganismos deterioradores. Deste modo, contagens de levedura 

acima de 106 UFC/grama de massa fresca pode representar perdas de até 40% de matéria seca, 

diminuindo a qualidade da silagem (BORREANI et al., 2018; STOŠKUS et al., 2018). 

As maiores alterações ocasionados pelo desenvolvimento fúngico no alimento são perda 

de matéria seca, alteração do valor nutricional e contaminação por micotoxinas (TIBOLA et al., 

2009). Os fungos filamentosos são indesejáveis nos alimentos, devido à produção de compostos 

extremamente tóxicos, conhecidos como micotoxinas, que causam perdas imensuráveis 

(NOVINSKI, 2013). As micotoxinas são agentes químicos produzidas durante o metabolismo 

secundário de fungos filamentosos, que contaminam alimentos e rações animais, produzindo 

efeitos agudos (micotoxicoses) ou crônicos (OLDONI et al., 2012). 

Essas alterações químicas e sensoriais nos alimentos prejudica a qualidade do material e 

quando esse volumoso é ofertado aos animais, os mesmos tem certa rejeição, principalmente 

nas primeiras horas após o fornecimento. As alterações químicas e sensórias provocada por 

determinados microrganismos nos alimentos pode prejudicar o consumo animal e 

consequentemente seu desempenho produtivo (SILVA et al., 2015).   

Além dos microrganismos indesejáveis, temos as bactérias do ácido lático que são 

consideradas microrganismos desejáveis, pois provoca alterações benéficas nos alimentos. A 

BAL é o principal grupo de microrganismo que atua no processo fermentativo para a 

conservação da forragem, pois as bactérias lácticas podem produzir ácido láctico, ou mesmo 

bacteriocinas, que inibem ou eliminam certos microrganismos patógenos do alimento tanto 

conservado quanto em in natura (HOFFMANN; MOUSQUER et al., 2013). A produção de 

ácidos orgânicos reduz o pH e consequentemente impedi o desenvolvimento de microrganismos 

indesejáveis que deterioram o material seja ensilado ou in natura (MACHADO et al., 2012). 

As BAL utilizam duas rotas metabólicas (homoláticas e heteroláticas), ambas, podem 

ocorrer simultaneamente durante a ensilagem, por exemplo. A primeira rota metabólica é a 

homofermentativa, como produto final tem-se o lactato, responsável por conservar os teores 

de MS e energia da silagem. As BAL heterofermentativas, devido, converter ácido láctico em 

ácido acético em condições de anaerobiose e pH baixo, acarreta em redução na 

recuperação de matéria seca. Por outro lado, o ácido acético controla o aparecimento de fungos 



27 

 

filamentosos (mofos) e unicelulares (leveduras) aumentando a estabilidade aeróbia da silagem 

(CARVALHO et al., 2014; LI et al., 2015; BORREANI et al., 2018). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Local do Experimento  

O experimento foi conduzido no mês de setembro de 2020, no laboratório de 

Forragicultura do Centro de Ciências Agrárias (CCA) pertencente à Universidade Federal da 

Paraíba (UFPB), Campus II, localizado no município de Areia- Paraíba (PB), microrregião do 

Brejo Paraibano (6 ° 57′46 ″ S, 35 ° 41′31 "W) e no laboratório de Microbiologia Ambiental do 

Instituto Nacional do Semiárido (INSA), localizado em Campina Grande – PB (7 ° 16'36.6 " S, 

35 ° 57'58.6 " W). 

 

3.2 Tratamentos e período experimental  

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 

5 x 5 (cinco níveis de palma forrageira x cinco tempos de exposição), com cinco repetições. 

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 exposição ao ar.  

Foi utilizada a palma da variedade Palmepa-PB1 (Nopalea cochinilifera Salm Dyck) in 

natura que foi triturada em máquina forrageira estacionária regulada para cortar em partículas 

de aproximadamente 2 cm2. Após a pesagem da palma e do feno foi realizado a 

homogeneização manual das forragens, e colocadas em bandejas de alumínio (marmitex) de 

acordo com o tratamento e repetição, posteriormente foram acondicionadas em BOD com 

temperatura controlada de 30º C por um período de exposição ao ar de 24 horas. A temperatura 

de 30o C foi escolhida por representar a temperatura média na região Semiárida da Paraíba. 

A palma foi proveniente da área experimental da Empresa Paraibana de Pesquisa, 

Extensão Rural e Regularização Fundiária – EMPAER em Alagoinha (latitude Sul 6º 57′ 00″ e 

longitude 35º 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 adubação de fundação com as respectivas 

fontes: esterco (30 toneladas/hectare) e cinza (16 toneladas/hectare). A densidade era de 100 

mil plantas ha-¹ espaçadas em fileira simples com 1,5 m entre linhas e 15 plantas por metro 



28 

 

linear. No início do período chuvoso do ano de 2020, no mês de março, 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 

município de São José dos Cordeiros (latitude: 07º 38' 88" S; longitude: 36º 79' 13"). O 

município faz parte da microrregião do Cariri Ocidental e possui clima Semiárido. A 

composição bromatológica da palma forrageira e feno de capim-buffel podem ser observados 

na Tabela 1. 

Tabela 1 - Composição bromatológica da palma forrageira e feno de capim-buffel. 

Composição bromatológica (g/kg)  Palma  Feno de capim-buffel 

Matéria seca1 66,4 867,4 

(g/Kg MS) 

Matéria orgânica  742,2 920,8 

Proteína bruta  78,3 49,4 

Extrato etéreo  15,7 10,8 

Matéria mineral  257,8 79,2 

FDN2  382,8 821,2 

FDA3  184,2 486,0 

Lignina 42,1 79,7 

 

 

 

 

3.3 Composição química 

A avaliação químico-bromatológica foi realizada no laboratório de Alimentos do INSA – 

Campina Grande e no laboratório de Forragicultura, pertencente ao CCA-UFPB, Areia.  

As amostras para avaliação químico-bromatológica da palma e do feno foram coletadas 

e acondicionadas em embalagens plásticas devidamente identificadas e armazenadas em freezer 

a -20ºC para posteriores análises As amostras foram colocadas em estufa de ventilação forçada 

a 55 ºC por 72 horas para secagem (Método INCT-CA G-001/1), e posteriormente, moídas em 

moinho de facas tipo Willey (moinho Willey, Arthur H. Thomas, PA, EUA) com peneira de 

malha de 1 mm. 

As análises de composição para matéria seca (MS; método 934.01), matéria mineral 

(MM; método 942.05), proteína 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).  

1MS= Matéria Seca; 2PB= Proteína Bruta; 3EE= Extrato etéreo; 4MO= Matéria 

orgânica; 5MM= Matéria mineral, 6FDN= Fibra em detergente Neutro; 7FDA= 

Fibra em detergente ácido 
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A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente ácido (FDA) foram 

determinadas segundo metodologia proposta por Van Soest et al. (1991), utilizando o analisador 

de fibra da ANKOM (ANKOM200 Fibre Analyzer – ANKOM Technology Corporation, 

Fairport, NY, EUA). 

A capacidade tampão da forragem foi determinada segundo metodologia proposta por 

Playne e Mc Donald (1966). Para a determinação dos carboidratos solúveis totais (CST) foi 

utilizado o método do ácido sulfúrico concentrado, descrito por Dubois et al. (1956), com 

adaptação de Corsato et al. (2008).  

Para a determinação do N-NH3 das amostras, utilizou-se a metodologia descrita por 

Bolsen et al. (1992) e para estimativa do nitrogênio total da amostra foi de acordo com Detmann 

et al. (2012). O pH foi determinado segundo Bolsen et al. (1992).  

 

3.4 Determinação da temperatura interna e superficial do material  

Nos tempos de avaliação foram medidas as temperaturas interna e superficial de cada 

unidade experimental. Para a mensuração da temperatura interna e temperatura superficial 

foram utilizados dois termômetros digitais de imersão (Termômetro Digital PLUS Tipo Espeto 

a Prova D'Agua com Alarme -50 +300 °C Divisão 1 °C Incoterm 9791.16.2.01). Para a 

temperatura superficial o termômetro foi posicionado de forma horizontal e superficial na massa 

das forragens, esperando por alguns segundos para estabilização da temperatura. Na 

averiguação da temperatura interna o termômetro foi posicionado de forma vertical sobre a 

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

 

3.5 População de Escherichia coli  

Foram quantificadas as populações 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 água peptonada na amostra do material vegetal e colocado no 

homogeneizador de amostras digital tipo stomacher (SL-299) por um minuto. Após essa etapa, 

o material foi acondicionado no isopor com gelo e encaminhado para o laboratório 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 solução salina (0,9%), 

seguindo a técnica de diluição seriada até 10-7, em duplicata. Para cada diluição foi utilizada a 

técnica de plaqueamento por espalhamento em superfície (spread plate), onde alíquotas de 100 

μL foram depositadas na superfície do meio de cultura, contido em placas de Petri, e espalhadas 
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com auxílio da alça de Drigalski. Utilizou-se o Ágar Eosina Azul de Metileno (EMB Levine), 

do qual favorece a inibição do crescimento de bactérias gram positivas e avaliação se a bactéria 

é fermentadora ou não de lactose, onde as colônias de E. coli são facilmente identificáveis por 

apresentarem coloração verde metálico. 

Após etapa, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 35º C (±0,5) durante 24 

horas. As placas consideradas susceptíveis à população foram aquelas com valores entre 30 e 

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

 

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

As análises da comunidade bacteriana por metataxonomia foi realizada no Laboratório de 

Produtos de Origem Animal (LAPOA), pertencente ao Departamento de Zootecnia do 

CCA/UFPB. As análises foram realizadas em três dos cincos tratamentos, foram escolhidos o 

menor nivel (0% de feno de capim-buffel e 100% de palma), nível intermediário (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 três tempos dos cincos, 0 (tempo inicial), 6 (tempo intermediário) e 24 horas 

(tempo final) .  

A extração do DNA das amostras foi realizada utilizando-se o kit comercial (Power Soil 

DNA Isolation kit, MoBio, Carlsbad, CA), conforme recomendação do fabricante. A região 

V3-V4 do gene RNAr 16S foi amplificada por PCR (95 ° C por 3 min, seguido por 25 ciclos a 

95 ° C por 30 s, 55 ° C por 30 s e 72 ° C por 30 s e uma extensão final a 72 durante 5 min) 

utilizando os iniciadores 16S Amplicon PCR Forward Primer = 3' 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG ' e  16S 

Amplicon PCR Reverse Primer = 5' - 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC 

3'. As reações de PCR foram realizadas em triplicada, em volume final de 25µL contendo 12.5 

µL de  2x kapa hifi hotstart readmix, 5 µL 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” 

(Illumina). Posteriormente, os fragmentos de DNA foram purificados com Agencourt AMPure 

XP reagent (Beckman). Após a purificação, 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 (Illumina), de acordo com recomendações do fabricante. 
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3.7 Processamento de dados de sequenciamento 

  As sequências 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 máximo e mínimo (200-500 pb), Phred score mínimo de 20 e derreplicadas, por meio 

do VSEARCH (ROGNES et al., 2016). Sequências 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 possível obter as OTUs 

(Operational Taxonomic Unit).  

O número de sequências por amostra foi normalizado em 14900 reads, a fim de efetuar 

as análises de diversidade ecológica alfa (riqueza uniformidade) e beta (análise de componentes 

principais); alinhadas pelo mafft (KATOH et al., 2002) e, então, utilizadas para a construção da 

árvore filogenética pelo fasttree2 (PRICE et al., 2010). As visualizações da composição 

taxonômica, mormente à abundância relativa e à alfa diversidade, foram realizadas pelo pacote 

phyloseq v.1.8.2 (MCMURDIE e HOLMES, 2013) do programa R v.3.5.7. A classificação 

taxonômica foi atribuída utilizando o método Naïve Bayes sobre o banco de dados treinados do 

SILVA v. 132 com 99% para região V3-V4 (QUAST et al., 2013).   

A avaliação da diversidade alfa foi feita por meio da estimativa dos índices ecológicos de 

riqueza e de uniformidade das comunidades, respectivamente, Chao1 e Shannon. Já para a 

diversidade beta, procedeu-se através da visualização gráfica da Análise Componentes 

Principais (PcoA – Principal Coordinate Analysis), sendo a métrica qualitativa não-ponderada 

(unweighted) de eleição para a montagem da matriz de distância base para a análise, gerada do 

Unifrac (LOZUPONE e KNIGHT, 2005). 

 

3.8 Análise estatística 

A população de E. coli foi transformada em unidades de log e apresentada com unidades 

formadoras de colônias/g de matéria natural. Os valores obtidos foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA) e os graus de liberdade foram desdobrados a partir de regressão linear e 

polinomial para os níveis de palma e tempo de exposição ao ar, ao nível de significância de 5% 

através do programa estatístico SAS®.  

Os índices 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 DISCUSSÃO  

Houve interação entre os níveis de palma forrageira e o tempo de exposição ao ar 

(P<0,001) para variáveis temperatura interna, superficial e potencial hidrogeniônico (pH) 

(Tabela 2). Também foi observado interação (P<0,001) para a população de Escherichia coli.  
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Tabela 2- Valores médios da temperatura interna (TI), temperatura superficial (TS), potencial hidrogeniônico (pH) e população de E. coli em função 

dos níveis de palma forrageira e tempo de exposição ao ar. 

Variáveis 
Níveis de 

Palma% 

Tempo, horas 

Média Geral (P) 

P-valor1 P-valor2  

0 3 6 12 24 P T 
Interação T  

(P x T) L Q 

TI, ºC 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, ºC 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           

População 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             
1Erro padrão da média; 2Nível de significância de 5; 3NP= Níveis de palma; 4T= Tempo; 5NP x T=Níveis de palma x Tempo; 6UFC= Unidades formadoras de colônia; 
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A temperatura interna (Figura 1A) atingiu o seu pico máximo de 32ºC as 12 horas de 

exposição aeróbia. De acordo com a inclinação da curva pode-se observar que o tempo de 

exposição aeróbia proporcionou maior influência na temperatura interna que os níveis de palma. 

  

 

Figura 1- Temperatura interna (A) e temperatura superficial (B) em função dos níveis de palma               

                e tempo de exposição ao ar.   

 

Após 12 horas de exposição aeróbia os volumosos atingiram a temperatura interna 

máxima de 32ºC, onde os microrganismos predominantes no material, estão em intensa 

atividade, metabolizando nutrientes, quebrando ligações carbônicas e consequentemente 

gerando calor. O tamanho de partícula utilizada foi de 2 cm2, o qual favorece o crescimento de 

microrganismos, pois facilita o acesso aos nutrientes necessário para sua proliferação 

(PAULINO et al., 2021).  

Segundo Paulino et al. (2021) o processo de produção de calor interno na palma picada 

se assemelha ao processo que ocorre em silagens com alta disponibilidade de açúcares residuais, 

onde a exposição do material ao ar e a presença de grande quantidade de substrato e umidade 

constituem condições ideais para a proliferação de microrganismos, que geram calor, 

aumentando assim a temperatura interna. Isso explica o aumento de temperatura interna em 

quase todos os níveis de palma nesse período. 

Na figura 1A, observa-se maior temperatura para a volumosos com 46,66% de palma. 

Nos maiores níveis de palma (100 e 80%) verifica-se menores temperaturas. A provável 

explicação para esse aumento de temperatura nos menores níveis de palma deve-se ao fato de 

A. B. 
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que a incorporação do feno, material mais seco, pode evitar o adensamento das partículas da 

palma, permitindo assim a entrada de ar na massa da forragem, favorecendo o crescimento de 

microrganismos que geram calor durante a metabolização dos nutrientes.  

Para temperatura superficial (Figura 1B) houve uma maior influência do tempo de 

exposição ao ar, atingindo seu pico máximo de 31ºC as 11 horas, esse pico foi observado no 

nível 41,21% de palma. Paulino et al. (2021) avaliaram a temperatura superficial da palma 

triturada a 2 cm² e exposta ao ar por 24 horas, com temperatura ambiente de 25 ºC, observaram 

o pico de temperatura de 27º C as 7,30 horas de exposição ao ar, inferior aos encontrados neste 

estudo. Pode-se inferir que em situações de temperatura mais elevada, em que a temperatura 

ambiente utilizada foi de 30 ºC, comuns no ambiente semiárido, o crescimento microbiano no 

cocho pode ser mais acentuado e os distúrbios causados por microrganismos patógenos 

oportunistas podem ser mais significativos.    

Houve efeito quadrático tanto dos níveis de palma quanto do tempo de exposição ao ar 

nos valores de pH, com uma maior influência do tempo de exposição ao ar sobre essa variável 

(Figura 2). O ponto máximo de 6,95 foi no nível 35,72% de palma e para o tempo de exposição 

ao ar de 3,14 horas.  

 

Figura 2- Potencial hidrogeniônico (pH) em função dos níveis de palma e tempo de exposição 

ao ar.   

 

Com aumento das proporções de feno, a quantidade de matéria seca também aumentou, 

e consequentemente, diminuiu a concentração de íons de hidrogênio, 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 penetração de 

oxigênio na massa podem explicar a maior atividade microbiana nos menores níveis de palma. 

O pH é um fator inerente ao alimento que pode ser ótimo ou limitante no crescimento e 

multiplicação de microrganismos, inclusive os patogênicos. A microbiota de alimentos pouco 

ácidos (pH > 4,5) é muito variada, havendo condições para o desenvolvimento da maioria das 

bactérias, inclusive as patogênicas, bolores e leveduras (HOFFMANN, 2001). 

Para a população de E. coli houve efeito de interação entre níveis de palma e o tempo 

de exposição ao ar (P<0,001). O pool de crescimento dessa bactéria foi após 16,06 horas de 

exposição 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 população dessa bactéria continua elevada. 

 

Figura 3- População de E. coli em função dos níveis de palma e tempo de exposição ao ar.  

 

A E. coli é uma bactéria gram-negativa e bastante versátil, se multiplica muito rápido em 

diversos substratos e ambientes, podendo se multiplicar rapidamente em temperatura entre 10 

ºC a 45º C e pH entre 4,4 a 9,5 (HOFFMANN, 2001). A temperatura ambiente utilizada foi de 

30 ºC, e o pH observado nos tratamentos foram considerados de baixa acidez, o que favorece 

seu crescimento, principalmente nos níveis menores e intermediários de palma. 

No nível com 20% de palma não teve população de E. coli nos tempos 0 e 3h após 

exposição ao ar, o contrário observa-se para os demais níveis. Essa ausência de população possa 
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estar relacionada com a menor umidade do feno, material seco, o que torna o meio inicialmente 

menos favorável ao crescimento bacteriano. No entanto, a partir das 6 h de exposição houve 

um maior crescimento da população de E. coli nos níveis menores de palma, fato que já foi 

explicado anteriormente pelo elevado pH e presença de ar no meio.   

Com exceção do nível de 20% de palma, a população de E. coli no tempo inicial dos 

demais níveis foram elevadas, porém todo processo de manuseio da palma e feno de capim- 

buffel foi realizado de forma higiênica. Alguns microrganismos patogênicos podem estar na 

epiderme do vegetal e internalizar na planta após o processamento (LIU et al., 2013).  Segundo 

Zárate-Castrejón et al. (2016) algumas bactérias podem produzir biofilmes que lhes permitem 

aderir e sobreviver na cera dos cladódios de palma e permanecer até a colheita e oferta aos 

animais.  

A internalização de bactérias aos tecidos vegetais pode ocorrer através da penetração das 

raízes, sementes, frutos, e também através do manejo, irrigação e adubação, que são veículos 

para esses microrganismos, que podem transcolar e sobreviver nos tecidos aéreos comestíveis 

das plantas (SOLOMON et al. 2002; ISLAM et al. 2004; TANG et al., 2012). A adubação com 

esterco é uma prática comum nos sistemas de produção de palma no Semiárido Brasileiro 

(FRANZ e VAN BRUGGEN, 2008; ISLAM et al., 2005) e pode ser um dos veículos de 

contaminação.  

Para composição química, houve interação dos níveis de palma e tempo de exposição ao 

ar para matéria seca (P<0,001), proteína bruta (P<0,001), capacidade tampão (P<0,001), 

carboidratos solúveis (P<0,001) e nitrogênio amoniacal (P<0,001) (Tabela 3). Observa-se para 

os valores de MS efeito linear decrescente ao longo do tempo de exposição 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- Composição química em função dos níveis de palma forrageira e tempo de exposição ao ar. 

Variáveis Níveis de Palma, % 

Tempo, horas 

Média Geral (P) 

P-valor1 P-valor2  

0 3 6 12 24 P T 
Interação T  

(P x T) L Q 

MS3, g/kg 20 828,9 810,4 777,7 727,6 590,4 747,0 <0,001 <0,001 <0,001 0,000 0, 359 
 60 432,1 431,4 431,1 397,8 388,1 416,1 <0,001 <0,001 <0,001 0,012 0,754 
 80 280,7 262,2 239,1 237,4 226,9 249,3 <0,001 <0,001 <0,001 0,019 0,202 
 90 148,0 148,2 148,3 138,5 136,1 143,8 <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)  231,8 227,0 272,8 312,9 280,9             

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             

CHO5, 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-NH3
6, % 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             

CT7, 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             
1P= palma; T= Tempo; PxT= interação Palma x Tempo; 2L= Linear, e Q= quadrático; Nível de significância de 5%; ;3MS= Matéria Seca; 4PB= Proteína Bruta; 5CHO= 

Carboidratos solúveis; 6N-NH3= Nitrogênio Amoniacal; 7CT= Capacidade Tampão
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Para os valores de proteína bruta verifica-se efeito quadrático (Tabela 3), observa-se que 

com até 6 horas de exposição ao ar ocorreu uma redução da PB, mas a partir das 12 horas 

constatar-se um aumento nos valores. O alimento exposto ao ar proporciona um ambiente 

favorável para o crescimento microbiano elevado, dinâmico e diverso, que utilizam os 

nutrientes disponíveis para sua proliferação, algumas bactérias são capazes de degradar as 

proteínas, promovendo a sua redução no alimento, o que justifica a diminuição da PB nas 

primeiras 6 h de exposição ao ar (VALSECHI et al., 2006; McDONALD et al., 1991). 

Após 12 horas de exposição ao ar houve um aumento nos valores de PB, supostamente 

esse incremento é devido a própria proteína dos microrganismos, visto que a membrana 

plasmática bacteriana é composta por proteínas (60%) e lipídeos (40%) (PRESCOTT et al., 

2002). Além de que existe uma grande abundância e diversidade de microrganismos epifíticos 

nesses volumosos, e quando o alimento fica exposto ao ar e tem condições favoráveis para o 

seu desenvolvimento, favorece a multiplicação dos mesmos e desenvolvimentos de outros 

microrganismos oportunistas ao longo tempo (ROBAZZA et al., 2010). 

Observa-se para os valores de CHO solúveis que alguns níveis de palma houve efeito 

linear e para outros efeito quadrático (Tabela 3).  Constatar-se uma redução nos valores CHO 

em todos níveis de palma ao longo do tempo de exposição ao ar. Os CHO são utilizados como 

substrato por bactérias aeróbias em função da liberação de substratos e da manutenção de um 

pH elevado, como já discutido anteriormente, o que explica uma redução mais acentuada dos 

carboidratos nas dietas com maiores proporções de palma (MACÊDO et al., 2017). 

Em relação ao N-NH3 identificar-se um aumento após 12 horas de exposição ao ar para 

os níveis 80 e 90% de palma e posterior redução (Tabela 3). O teor de N-NH3 está relacionado 

à proteólise que ocorre durante o processo de fermentação, resultante do crescimento de 

microrganismos indesejáveis, como enterobactérias, por exemplo (MUCK, 2010). Estes 

microrganismos indesejáveis degradam glicose, ácido lático, proteínas e aminoácidos livres, 

gerando nitrogênio amoniacal (NASCIMENTO et al., 2016) 

Para capacidade tampão verifica-se efeito linear para os níveis 90 e 100% de palma em 

função do tempo de exposição ao ar (Tabela 3). Pelo comportamento dos dados, observa-se um 

aumento da capacidade tampão ao longo dos tempos para as maiores proporções de palma. Esse 

aumento está relacionado com presença de substâncias tamponantes (ácidos oxálico, málico, 

cítrico, malônico, succínico e tartáricos) nessa cactácea que podem inibir a ação de 

microrganismos deterioradores, por meio do tamponamento da massa, direcionando a 

fermentação para a produção de bactérias lácticas heterofementativas, que influencia 



40 

 

diretamente nos valores de pH, que permaneceram mais ácidos ao longo tempo (MCITEKAH, 

2008; ABIDI et al., 2009; PETERA et al., 2015; CARVALHO et al., 2018).  

Houve efeito significativo dos níveis de palma (P<0,001) e tempo de exposição aeróbia 

para matéria orgânica, matéria mineral e extrato etéreo (Tabela 4). Para fibra em detergente 

neutro só foi observado efeito significativo para os níveis de palma (P<0,001), resultado 

esperado, visto que à medida que foi adicionado palma houve a diminuição do FDN, pois essa 

cactácea 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 et al., 2011; PINHO et al., 2013; MORAES, 

2013). 
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Tabela 4- Valores de matéria orgânica (MO), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e fibra em detergente neutro (FDN) dos 

níveis de palma forrageira e tempo de exposição ao ar 

1P= palma; T= Tempo; PxT= interação Palma x Tempo; 2L= Linear, e Q= quadrático; Nível de significância de 5%. 

Variáveis, 

g/kg  

Níveis de Palma (%)   

EPM 

Tempo (horas)  

EPM 

Valor- P1 
P-valor 2 

T 

20 60 80 90 100 0 3 6 12 24 P T P x T 
 

L 

 

Q 

MO 902,8 878,5 856,3 828,3 742,2 0,21 843,4 846,3 842,5 840,6 835,1 0,21 <0,001 0,007 0,229 0,001 0,598 

MM 97,2 121,5 143,7 171,7 257,8 0,20 156,6 153,7 157,5 159,4 164,9 0,20 <0,001 0,007 0,229 0,001 0,598 

EE 16,6 21,8 16,5 11,5 15,7 0,11 20,6 19,9 17,4 14,1 10,1 0,11 <0,001 <0,001 0,762 <0,001 0,372 

FDN 788,5 768,5 713,5 647,0 382,8 1,95 667,6 686,0 655,8 635,6 651,9 1,95 0,000 0,458 0,427 0,278 0,335 
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Para matéria orgânica, observa-se efeito linear (P=0,001) decrescente em relação ao 

tempo de exposição ao ar. Essa redução nos valores de MO provavelmente possa está 

relacionada com a respiração das forragens e a oxidação por microrganismos aeróbios, visto 

que durante a colheita ocorre as rupturas das células que permitem o extravasamento de líquido 

celular que contém enzimas proteases, hemicelulases, amilases da própria planta que podem 

hidrolisar proteínas em aminoácidos livre e carboidratos em monossacarídeos, a liberação 

desses substratos permitem o desenvolvimento de microrganismos (WEINBERG e MUCK, 

1996). Esses microrganismos aeróbicos utilizam os nutrientes disponível para seu crescimento, 

degradando proteínas, 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 relação ao tempo de exposição 

ao ar (Tabela 4). A matéria mineral é diretamente proporcional aos valores de matéria orgânica, 

e esse possível incremento nos valores, está relacionado com diminuição da MO na dieta.  

Verifica-se efeito linear decrescente (P<0,001) para os valores de extrato etéreo (Tabela 

4) em relação ao tempo de exposição ao ar. As gorduras podem ser degradadas por 

microrganismos lipolíticos representados por muitos bolores, leveduras e bactérias 

(Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus, Burkholderia, Alcaligenes e outros), que através da 

liberação da enzima lipase, pode romper a membrana artificial da gordura e executar uma 

lipólise eficiente (GUPTA e GUPTA, 2004; TEMBHURKAR et al., 2012). Um estudo 

realizado por Danthine e Blecker (2014) mostrou que a lipase microbiana apresenta maior 

eficácia na quebra de gordura do que a do próprio organismo do animal (lipase endógena).  

Outro fator que pode provocar a diminuição dos valores de EE, é a reação espontânea do 

oxigênio com os lipídios, conhecida como auto-oxidação, é o processo mais comum que leva à 

deterioração oxidativa. A rancificação oxidativa dos lipídeos é um fenômeno espontâneo e 

inevitável, que provoca alterações químicas complexas, resultantes da interação do lipídeo com 

o oxigênio, onde os ácidos graxos insaturados podem sofrer oxidação, degradação e 

polimerização, resultando em radicais livres (DAMODARAN, 2010; SCHWERT, 2014; 

HAMILTON, 2003). 

A distribuição espacial dos tratamentos pela análise de componentes principais (PCoA), 

mostrou o nível de dissimilaridade entre os níveis de palma de acordo com o tempo de 

exposição 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 exposição ao ar promoveu 

grandes modificações. 
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Figura 4 - Diversidade beta representada por meio gráfico do tipo PCoA 3D evidenciando o 

grau de dissimilaridade com base na matriz de distância 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 exposição ao ar.   

 

Provavelmente, estas mudanças ocorram em razão do pH e presença de oxigênio, os 

quais possibilitaram o crescimento de vários microrganismos ao longo do tempo. As 

características inerentes aos próprios alimentos têm grande influência no tipo e diversidade 

microbiana capaz de se desenvolver no meio, por exemplo, um pH próximo da neutralidade, e 

alta concentração de carboidratos, que foi o caso dos níveis intermediários de palma, favorece 

o crescimento de uma grande diversidade de bactérias, e dentre elas a E. coli (HUI, 2006).  

Após seis horas, notou-se aumento na riqueza e na uniformidade microbiana de todos 

os níveis (Figura 5), pois quando exposto ao ar, há o favorecimento do crescimento de diferentes 

microrganismos. No tempo inicial, a dieta com maior nível de palma tem baixos valores dos 

índices de diversidade alfa (Simpson, Chao1), ao contrário das misturas com 20% e 80% de 

feno de capim- buffel, onde mostrou grande diversidade microbiana desde os tempos iniciais 

de exposição ao ar. 
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Figura 5 - Gráfico de caixas e bigodes a representar a diversidade alfa por meio do índice de 

uniformidade de Chao1 (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 dinâmica bacteriana de rações a base de palma, Santos et al. (2020) 

verificaram que à medida que aumentou o nível de palma forrageira nas dietas, o índice de 

B. 

A. 
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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 condições como 

anaerobiose, tem-se predominância de bactérias produtoras de ácido lático que conseguem 

controlar o crescimento de outros microrganismos no meio, diminuído assim a diversidade 

bacteriana. É provável que a presença de mucilagem da palma que tem o efeito agregador das 

partículas tenha favorecido o crescimento de bactérias anaeróbias fermentadoras nos níveis com 

maior proporção de palma, explicando assim a diminuição da diversidade microbiana. 

A diversidade taxonômica das comunidades bacterianas foi caracterizada pela abundância 

de três filos, os mais abundantes foram Bacteroidota e Firmicutes (Figura 6). Houve uma 

diminuição na proporção de Bacteroidota e aumento de Firmicutes na dieta com 100% de palma 

após 6 horas de exposição ao ar, mantendo-se abundante até as 24 horas.  

Figura 6 - Abundância relativa dos principais filos bacterianos de níveis de palma e feno de     

capim-buffel em diferentes tempos de exposição 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 proporções de palma, observa-se uma maior predominância de 

Proteobacteria e Bacteroidetes, com exceção para dieta com 60% de palma após 6h de 

exposição aeróbica, que teve uma maior abundância de Firmicutes. Observa-se ainda nesse 

nível uma instabilidade na abundância dos filos após o tempo de exposição aeróbia, quando 

comparado os demais níveis.  
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Em 0h, a predominância era de Bacteroidota e Proteobacterias, após 6h observa-se uma 

maior abundância de Firmicutes e com 24h de Proteobacterias, essa mudança na comunidade 

bacteriana no alimento não é interessante que ocorra, pois pode comprometer a qualidade 

nutricional da ração e consequentemente o desempenho e saúde do animal.  

As Proteobacterias são um filo formado por bactérias gram – negativas, e nele está 

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 patogênica. As patogênicas, possuem 

mecanismos de virulência e patogenicidade específicos, sendo capazes de causar sérias 

infecções e doenças, em que essas infecções podem ser extra-intestinais e intestinais, sendo 

indesejável a presença desse microrganismo na dieta (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

Quanto à nível de família, sete famílias foram identificadas, sendo Leuconostocaceae, 

Sphinngomonadaceae e Sphingobacteriaceae as mais abundantes (Figura 7). No nível 100% de 

palma observa-se maiores proporções de Leuconostocaceae e Lactobacillaceae, principalmente 

após 6h, onde houve redução de Acetobacteraceae, Sphingobacteriaceae, Weeksellaceae e 

Sphinngomonadaceae. Quando se tem uma menor proporção de palma, observa-se maior 

abundância de Sphinngomonadaceae, Sphingobacteriaceae, Spirosomaceae e 

Leuconostocaceae. 

 

Figura 7 - Abundância relativa das principais famílias bacterianas de níveis de feno de capim-

buffel e palma em diferentes tempos de exposição 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 abundância de microrganismos ao longo do tempo em condição aeróbia, está 

relacionado a vários fatores que afetam o desenvolvimento microbiano, os microrganismos 

apresentam alta capacidade de adaptação, havendo grupos especializados para crescimento, de 

acordo com a disponibilidade de água, pH, composição química, potencial de oxirredução e 

temperatura. Além disso, eles são capazes de interagir uns com os outros de forma positiva ou 

antagônica, por meio da produção de metabólicos e moléculas sinalizadoras, influenciando 

assim na diversidade microbiológica dos volumosos (GRAM et al., 2002; REMENANT et al., 

2015). 

Os gêneros mais abundantes foram Weissella, Lactobacillus, Bacteroides, Pseudomonas, 

Sphingobacterium e Sphingomonas (Figura 8). A dieta com 100% de palma após 6h, verifica-

se uma maior qualidade microbiana, pois a maior predominância é de Weissella, Lactobacillus 

e Leuconostoc. Com 20% de palma observa-se a abundância aparente de Pseudomonas, 

Sphingomonas e Sphingobacterium. 

 

Figura 8 - Abundância relativa dos principais gêneros bacterianos de níveis de feno de capim-

buffel e palma em diferentes tempos de exposição 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 competição de diferentes microrganismos por nutrientes pode favorecer ou inibir 

algumas espécies ou grupos de microrganismos. As bactérias lácticas podem produzir ácido 

láctico, ou mesmo bacteriocinas, que inibem ou eliminam certos microrganismos patógenos do 

alimento (HOFFMANN, 2001), o que possivelmente tenha ocorrido neste estudo, visto que 

com 6h após a exposição da palma ao ar houve predominância de Weissella, Lactobacillus e 

Leuconostoc, microrganismos importantes para a conservação do alimento.  
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Além disso, a palma forrageira apresenta elevadas concentrações de pentoses (xilose e 

arabinose) e hexoses (manose, glicose e galactose) (HABIBI et al., 2004), que é substrato das 

bactérias do ácido láctico (CARVALHO et al., 2014). Além disso, a palma apresenta 

substâncias tamponantes que podem inibir a ação de microrganismos deterioradores, por meio 

do tamponamento da massa (ISAAC, 2016; CARVALHO et al., 2018).  

Segundo a classificação do método de aprendizagem de máquina (machine learning) do 

tipo Random Forest, houve presença de Weissella confusa e Weissella cibaria nos níveis com 

maiores proporções de palma. Em relação aos níveis com menores proporções de palma, houve 

maior abundância de Pseudomanas psychrotolerans (Figura 9). A bactéria W. cibaria é 

classificada entre as espécies com atividades antimicrobiana e antifúngica (NDAGANO et al., 

2011). 

Figura 9- Mapa de calor de comunidades bacterianas de níveis de feno de capim-buffel e palma 

em diferentes tempos de exposição ao ar. A= tempo 0h; B= tempo 6h; C= tempo 24h. 

B. 

C. 

A. 
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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. 

Após 6h de exposição aeróbia, observa-se a presença de Flavobacterium apenas nos 

níveis com 20% de palma. Após a exposição dos volumosos ao ar, as bactérias ácido láticas 

deixaram de prevalecer nos níveis com maiores proporções 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 gênero são patógenas 

oportunistas, podendo inclusive, infectar seres humanos (BERNADET e BOWMAN, 2006).  

Com 24h, a dieta com 100% de palma é a mais estável, onde há presença considerável 

de Weisella confusa e Weisella cibaria, enquanto nos níveis contendo feno de capim-buffel 

percebe-se a presença de Pseudomonas alloputida e Sphingomonas melonis. Pereira et al., 

(2020) observou a diversidade microbiana da palma in natura e constatou que há uma maior 

predominância de bactérias do gênero Weissella na planta.  

Algumas espécies de Weissella têm apresentado alto potencial tecnológico e probiótico, 

além disso, algumas cepas são capazes de prevenir e controlar patógenos bacterianos por meio 

da produção de compostos antimicrobianos que incluem ácido lático, peróxido de hidrogênio, 

diacetil e bacteriocinas. São capazes de adapta-se a inúmeros ambientes distintos e 

desempenham um papel importante no processo de fermentação e conservação do alimento 

(FUSCO et al., 2015; FESSARD e REMIZE, 2017).  

Por outro lado, as Pseudomonas são bacilos gram-negativos, que apresentam grande 

diversidade metabólica, o que as tornam capazes de colonizar uma ampla variedade de nichos.  

São relatadas como agentes deterioradores de alguns alimentos, enquanto outras espécies são 

consideradas como patogênica oportunista ou fitopatogênicas, associado infecção em humanos, 

não sendo desejável sua presença na ração (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).   

Esperava-se antes da realização dessa pesquisa que a inclusão de feno de capim-buffel 

controlasse o crescimento de bactérias gram-negativas, promovendo maior preservação da 

palma processada, simulando uma situação de cocho. No entanto, as alterações no pH do meio, 

bem como a presença de maior aerobiose, aumentou a diversidade microbiana e tornou o 

ambiente susceptível ao crescimento de bactérias gram-negativas, bem como aumento da 

população de E. coli.  

Esse fato é muito relevante, pois em condições 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 atenção na higiene de cocho, bem como na forma de processamento e fracionamento da 

alimentação em pelo menos duas vezes ao dia, para evitar o pool de microrganismos 

indesejáveis, ou mesmo patogênicos, o que contaminaria os animais e causaria distúrbios, 

comprometendo a saúde e o desempenho dos animais. 

5. CONCLUSÕES  

A palma forrageira em combinação com o feno de capim-buffel aumenta a proliferação 

de microrganismos com potencial patogênico na dieta, quando exposto ao ar em períodos 

superiores a 6 horas, influenciando negativamente na qualidade microbiológica e composição 

química dos volumosos.  Essas mudanças são mais expressivas com maiores participações de 

feno na mistura. 
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