VANESSA PAULA DA SILVA

BIOPROSPECGAO DE BACTERIAS LACTICAS E UTILIZAGAO DE
ISOLADOS BACTERIOCINOGENICOS COMO INOCULANTE EM
SILAGEM DE ALFAFA

Dissertacao apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2014



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vigosa - Campus Vicosa

T

Silva, Vanessa Paula da, 1988-
§586b Bioprospecgio de bactérias lacticas e utilizagdo de 1solados
2014 bacteriocinogénicos como moculante em silagem de alfafa / Vanessa

Paula da Silva. - Vigosa. MG. 2014
xiv. 49f -4l : 29 em.

Ornentador: Odilon Gomes Pereira.
Dissertacio (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: £ 42-49.

1. Alfafa. 2. Salagem. 3. Fermentacio. 4. Bacténa do acido latico.
[. Universidade Federal de Vicosa. Departamento de Zootecnia.
Mestrado em Zootecnia. II. Titulo.

CDD 22. ed. 63331




VANESSA PAULA DA SILVA

BIOPROSPECCAO DE BACTEBIAS LACTICAS E UTILIZACAO DE
ISOLADOS BACTERIOCINOGENICOS COMO INOCULANTE EM
SILAGEM DE ALFAFA

Dissertacao apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 25 de julho de 2014.

Profa. Karina Guimaraes Ribeiro Profd. Stefanie Alvarenga Santos
(Coorientadora)

Prof. Odilon Gomes Pereira
(Orientador)



A minha amada mée Aparecida,
DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, forca e amor.

A minha mae, exemplo de forca, coragem e pelo apoio e amor incondicional.

A minha familia por sempre acreditarem em mim e ndo me deixarem desistir.

A Universidade Federal de Vigcosa, ao Departamento de Zootecnia, ao
Laboratério de Forragicultura e a todos os professores pelos conhecimentos
ministrados.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséo da bolsa.

A Fundacg&o de Amparo a pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG)
ao INCT-CA pelo financiamento parcial desta pesquisa.

Ao professor Odilon Gomes Pereira pela orientagdo, confianca e apoio para a
realizacao deste trabalho.

Aos professores Karina Guimardes Ribeiro, Hilario Cuquetto Mantovani e
Stefanie Alvarenga Santos pelas colaboracoes.

Aos irmaos cientificos que estiveram presente a todo o momento,
demostrando que somos uma equipe e acima de tudo, grandes amigos: Juliana,
Mariele, Leidy, Thiago, Wender e Leandro.

Aos estagiarios e amigos Aline, Rafael, Felipe, Paula e Augusto pela ajuda e
risadas que fizeram dos meus dias mais felizes.

As maes cientificas Eliana e Néia, que iluminaram meu caminho. Pela forca,
conhecimentos ministrados, amizade e carinho.

Aos meus amigos Jarbas e Gercino pela amizade e companheirismo nas horas
alegres e nos perrengues.

Aos Funcionarios do Departamento de Zootecnia Faustino Monteiro,
Raimundo, Valdir e Mario pela colaboracao e auxilio sempre que necessario.

A republica 7 Léguas (Isabela, Lorena, Fernanda, Bruna, Paola e Camila
Delveaux) que mesmo distante seefazpresente em minha vida, as irmas que

escolhi.



BIOGRAFIA

Vanessa Paula da Silva, Filha de Aparecida Natal da Etlisses Gonzaga
da Silva, nasceu em @@ agosto de 1988, em Ribeirdo PireSP.

Em marco de 2007 ingressou no curso de Zootecnia na Universidade Federal
de Vicosa- Vicosa, concluindo em janeiro de 2012. Em agosto de 2012 ingressou no
mestrado em zootecnia, no curso de Pos-Graduan Zootecnia, pela Universidade
Federal de Vigosa-MG.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS E FIGURAS ...t Ii
LISTA DE ABREVIATURAS ...t e et e e e et e eees X
RESUMO ... e e e e (T
AB ST R A CT e e e e e e e r e Xiii
INTRODUGAOD ...ttt 1
MATERIAL E METODOS ..ottt ettt e e et ss s e e 6
2.1 Local do experimento e condigdes ClIMALICAS........ccccovveveernieirieeree e, 6

2.2 Ensilagem e delineamento experimental...........cccccoevveeeceececeeeeee, 6

2.3 Quantificacdo das populacdes microbianas............cccoevveveivieirrrrscccccee, 7

2.4 Perfil fermentativo € COMPOSIGAO QUIMICA.........ceuririreiieirieirreeree e, 7

2.5 Caracterizacao de bactérias IaCtCAS.........ccccvvveverireceeseee s 8

2.6 ldentificac8o dOS iSOIAUQS...........cccceuiuierecieeee e 10

2.7 Filogenia MOIECUIAL...............coeuereececceceeee e 11

2.8 ANAIISES ESLALIStICAS. ......cvevieeericieirer et 11

e 1 1 I 1 B 1 1 T 13
3.1 Composicao e populacdes microbianas da planta antes da ensilagem... 13

3.2 Perfil fErMENTALIVO.......c.cueeieieieiree e 13

3.3 PopulagBes MICrobianas.........ccccuccccieiiieeeee e 21

3.4 Composicao quimica das SIlagens...........cccceeeririieveeieeeee e 23

3.5 Caracterizacao dOS iSOIAdOS.........cceiiiiiiii e 24

3.6 Identificac@o e andlise filogen&tiCa...........cccceeveieivecceeecee e 28
DISCUSSAD ...ttt bbbttt 35
4.1 COMPOSIGAO QUIMICA.......cveuerriirireeeieiriiieieie s st seses s sesessssesssesens 35

4.2 Perfil FermMeENntatiVO.........coiuiiieireecrccc e 35

4.3 Composicao quimica das Silagens...........cccevvveeeeeeeeeeceeee e, 38

4.4 PopulagBes MICrobIanas. ... 38



4.5 ldentificac8o d0OS ISOIAUQS.........c.ccoeuririiicierrcee e 39

CONCLUSAO ..

REFERENCIAS

Vi



Tabela 1

Tabela 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Tabela 3

LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Composi¢do quimica e popula¢cdo microbian 13
alfafa antes da ensilagem.

P-valor e erro padrdo da média (EPM) das variaveis do | 14
fermentativo de silagens de alfafa tratadas com inoculante

diferentes dias de fermentacao.

Teores de MS (a) e PB (b) de silagens de alfafa em fung. 15
inoculantes e periodo de fermentacéo.

Comportamento do teor de matéria seca (a), proteina bru 16
e nitrogénio amoniacal (c) das silagens em funcéo de pe

de fermentacéo.

Valores de pH (a) e nitrogénio amoniacal (b) de silagen 17

alfafa em funcéo de inoculantes e periodo de fermentacéo

Comportamento do pH das silagens em funcao de periol 18

fermentacéao.

Concentracbes de acido latico (a) e &cido acético (b 19
silagens de alfafa em funcdo de inoculantes e period

fermentacao.

ConcentragBes de &cido butirico (a) e &cido propidnico (I 20
silagens de alfafa em funcdo de inoculantes e period

fermentacao.

Comportamento dos teores de &acido latico (a), acético 21
butirico (c) e propidnico (d) das silagens em funcéo de pel
de fermentacéo.

Populac¢des microbianas médias em silagens de alfafa. 22

Vi



Figura 8

Figura 9

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Figura 10

Figura 11

Contagem da populagdo de enterobactérias em silage 22
alfafa em funcédo de periodo de fermentacao.

Contagem das populacdes de BAL, mofos e levedure 23

silagens de alfafa em funcéo de periodo de fermentacao.

Composi¢do quimica (g/Kg MS) de silagens de alfafa trad 23
com inoculantes aos 56 dias de fermentagao.

Caracterizacdo dos isolados de bactérias lacticas isolad 24

alfafa e suas silagens nos diferentes dias de fermentacao.

Atividade antagonista dos isolados de bactérias lactica 26

alfafa e suas silagens nos diferentes dias de fermentagéo.

InformacBes sobre as sequéncias obtidas do produto PC 29
16S rDNA dos isolados obtidos.

Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene ' 32
ribosomal 16 S de estirpes de Lactobacillus plantal
mostrando a relacdo dessas estirpes com outras e
relatadas (numero de acesso no paréntese). Salmi
entérica subsp. entérica serovar Typhi foi utilizado c«
grupo externo. A arvore foi reconstruida pelo mét
Neighbor-joining, e os niameros nos nos das ramificacde
arvore referem aos valores de bootstrap (expresso

porcentagem de 1000 réplicas).

Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene 33
ribosomal 16 S de bactérias do género Pediococcus, most
a relacao dessas estirpes com outras estirpes relatadas (r
de acesso no paréntese). Salmonella entérica subsp. el
serovar Typhi foi utilizado como grupo externo. A arvore
reconstruida pelo método Neighbor-joining, € 0s nimeros
nés das ramificacbes da arvore referem aos valore

bootstrap (expresso como porcentagem de 1000 réplicas).

viii



Figura 12

Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene 34
ribosomal 16 S de Weissela cibaria, mostrando a rel
dessas estirpes com outras estirpes relatadas (nume
acesso no paréntese). Salmonella entérica subsp. er
serovar Typhi foi utilizado como grupo externo. A arvore
reconstruida pelo método Neighbor-joining, € 0os nimeros
nos das ramificacbes da arvore referem aos valore

bootstrap (expresso como porcentagem de 1000 réplicas).



LISTA DE ABREVIATURAS
BAL, bactéria acido lactica
EE, extrato etéreo
ENT, enterobactérias
FDA, fibra insoluvel em detergente acido
FDNCcp, fibra insollvel e detergente neutro corrigida para cinzas e proteina
MM, matéria mineral
MS, matéria seca

NH3/NT MS, nitrogénio amoniacal em relacdo ao nitrogénio total na matéria
seca

NIDA, nitrogénio insoltvel em detergente acido
PB, proteina bruta

UFC, unidades formadoras de colbnias



RESUMO

SILVA, Vanessa Paula da, M.Sc, Universidade federal de Vicosa, julho de 2014.
Bioprospeccgédo de bactérias lacticas e utilizagdo de isolados bacteriocinogénicos
como inoculante em silagens de alfafaOrientador: Odilon Gomes Pereira.
Coorientadores: Karina Guimarées Ribeiro e Hilario Cuquetto Mantovani.

Avaliou-se o perfil fermentativo, a composi¢do quimica e as popula¢des microbianas
de silagens de alfafa (Medicago sativa) tratadas com inoculantes microbianos (I) em
diferentes periodos de fermentacéo (P), bem como a diversidade de bactérias lacticas
da silagem controle, sob condi¢des tropicais. Foi usado um arranjo fatorial 4 x 6, no
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os inoculantes avaliados
foram: controle (sem tratamento), comercial - Sil All (Alltech, Brasil) e duas estirpes
de bactérias lacticas com atividade antimicrobiana comprovada (Pediococcus
acidilactici (10.6) e Pediococcus pentosaceus (6.16)), isoladas de silagem de
estilosantes (Stylosanthes macrocephal®. capitata cv. Campo Grande), uma
leguminosa tropical. Os periodos de fermentacdo foram 1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias.
alfafa foi colhida aos 82 dias ap6s a semeadura, no inicio do estadio de
florescimento, e picada em particulas de 1,5 cm. O material foi ensilado em sacos
plasticos de 25 cm x 35 cm e selados a vacuo. Foram registradas na forragem, antes
da ensilagem, populacdes de bactérias do acido latico, enterobactérias,emofos
leveduras de 5,42, 5,58, 4,82 e 4,8 log UFC/g de forragem, respectivamente.
composicao quimica das silagens foi avaliada apenas aos 56 dias de fermestacdo. A
variaveis acido latico e acido propidnico nao foram afetadas (P>0,05) pela interacéo

| x P. Foi observado efeito de periodo (P<0,05) para todas as varidveis e de
inoculante (P<0,05) para matéria seca, pH, amonia, 4cido latico e acido acético. As
silagens tratadas com inoculantes apresentaram menores (P<0,05) valores de pH
amonia, no ultimo dia de fermentacdo, em relacao a silagem controle. Para o acido
latico, foram registrados maiores valores pasilagem tratada com o isolado 6.16,
seguido do 10.6. As populacdes microbianas nao foram influenciadas pelos
inoculantes e apenas o grupo de enterobactérias foi afetado pelos periodos de
fermentagcdo, com menor contagem deste no 14° dia. Nao foi observado efeito
(P>0,05) de inoculantes sobre os teores de FDNcp, NIDA, PB e lignina, no dltimo
dia de fermentacdo. Porém, foi observado efeito (P<0,05) de inoculante sobre o

conteudo de EE. Os isolados avaliados aumentam as concentracfes de acido latico e

Xi



reduzem os teores de nitrogénio amoniacal e pH das silagens, demonstrando
potencial para uso como inoculante para silagem. ieisdearia, Lactobacillus
plantarum e espécies do género Pediococcus predominam em silagens de alfafa
sendo que a primeira se relacionou com estirpes que possuem atividade antifingica.
A relacédo filogenética dos isolados 14.3 e 56.20 com a sequéncia parcial do gene 16S
rDNA de Lactobacillus plantarunmbacteriocinogénico despertam interesse para o

uso em silagens.
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ABSTRACT

SILVA, Vanessa Paula da, M.Sc, Universidade federal de Vicosa, july, 2014.
Screening of lactic acid bacteria and use of bacteriocinogenic strains as
inoculant on alfalfa silage Adviser: Odilon Gomes Pereir&o-Advisers: Karina
Guimarées Ribeiro e Hilario Cuquetto Mantovani.

It was evaluated the fermentation characteristics, chemical composition and
microbial populations of alfalfa (Medicago sativa) silage treated with microbial
inoculants () in different fermentation periods (P), as well as the diversity of lactic
acid bacteria in the control silage under tropical conditions. Data were analyzed as a
4 x 6 factorial in a completely randomized design with three replications. The
inoculants were: control (no treatment), Commereidlil All (Alltech, Brazil) and

two strains of lactic acid bacteria with antimicrobial activity (Pediococcus
acidilactici (10.6) and Pediococcus pentosaceus (6:16)), isolated from Stylosanthes
(Stylosanthes macrocephala S. capitata cv. Campo Grande) silage, a tropical
legume. The fermentation periods were 1, 3, 7, 14, 28 and 56 days. The alfalfa was
harvested at 82 days after sowing and chopped into particles of 1.5 cm. The material
was ensiled in plastic bags of 25 cm x 35 cm, sealed under vacuum. The population
of lactic acid bacteria, enterobacteria, mold and yeasts before ensiling were 5.42,
5.58, 4.82 and 4.8 log CFU/g, respectively. The chemical composition of the silages
was evaluated only on the 56 days of fermentation. The concentrations of lactic acid
and propionic acid were not affected by the | x P interaction (P>0.05). It was
observed effect of fermentation period on all variables (P<0.05) and effect (P<0.05)
of inoculant was observed on dry matter, pH, ammonia nitrogen, lactic acid and
acetic acid. Silage treated with inoculant had lower (P<0.05) pH and ammonia
nitrogen on the last day of fermentation compared with the control treatment. For
lactic acid, higher values were observed for silage treated with strain 6.16 followed
strain 10.6. Microbial populations were not influenced by inoculant. Only the group
of enterobacterias was affected by fermentation periods (P<0.05) and showed the
lowest count in the 14th day of fermentation. No effect was observed for inoculant
(P>0.05) on the levels of NDF, ADIN, CP and lignin for the last day of fermentation.
However, an effect (P<0.05) of inoculant was observed over the content of EE. The
strains evaluated increase concentrations of lactic acid and decrease the levels of
ammonia nitrogen and pH of silages, demonstrating potential for use as silage

inoculant on alfalfa silage. Weissela cibaria, Lactobacillus plantarum and species
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from the Pediococcus genus predominate in alfalfa silages, and the first related to
strains that have antifungal activity. The Weissela cibaria specie was related to
strains that have antifungal activity. The phylogenetic relationship of the isolates
14.3 and 56.20 with the partial sequence of 16S rDNA of Lactobacillus plantarum

bacteriocinogenic encourages interest for use in silage.
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INTRODUCAO

O planejamento alimentar nos sistemas de producdo animal é ponto chave
para que estes sejam eficientes, pois o Brasil apresenta oscilagbes na producéo de
alimentos ao longo do ano ocasionadas pela estacionalidade da producédo de
forragem, com elevadas produtividades de forragem de boa qualidade em
determinada época do ano (dguas) e escassez em outra (secas) sendo esta de mé
qualidade. As estratégias para contornar tal problema visam a uniformidade da
producdo animal, de forma que nédo haja limitacdo na disponibilidade de alimentos.
Nesse sentido a conservacdo de forragens umidas na forma de silagem se torna
alternativa atrativa, pois quando bem sucedida, garante o fornecimento de alimento
de boa qualidade.

Silagens sdo produtos da fermentacdo anaerdbia de carboidratos sollUveis de
forragens umidas em acidos organicos de cadeia curta por um complexo de micro-
organismos, predominantemente as bactérias lacticas (Klocke et al., 2006).

Para éxito no processo de producdo de silagem, algumas caracteristicas da
planta bem como o adequado processo de ensilagem devem ser considerados. As
caracteristicas inerentes a planta incluem: Adequado teor de matéria seca (30-35%)
pois favorece a compactacao e expulsdo do oxigénio; teor de 8% na matéria seca de
carboidratos soluveis em agua (McDonald, )9&lbaixo poder tampéo, a planta
ndo deve oferecer resisténcia a reducdo do pH para valores entre 3,8 e 4,0
(McCullough, 1977). Aliada a essas caracteristicas, a realiza¢do correta de todo o
processo de ensilagem, desde a colheita até o enchimento e fechamento do silo, esta
diretamente relacionada a qualidade final da silagem.

As culturas tradicionalmente utilizadas para producéo de silagem sdo o milho
e 0 sorgo, fato explicado por apresentarem caracteristicas atrativas ao processo tais
como, alta produtividade, alto valor energético, boa aceitabilidade pelos animais e
boa qualidade da silagem produzida. Entretanto, segundo Evangelista et al. (1984) e
Vilela (1998) as silagens destas culturas possuem baixo valor proteico,
impossibilitando seu uso de forma exclusiva na alimentagdo animal, principalmente
para animais de alta exigéncia nutricional.

Diante desse cenario, a utilizacdo de silagem de leguminosa apresenta-se

como uma boa opcao para aumentar o valor proteico da dieta, além de fornecer maior



quantidade de calcio e fosforo, podendo reduzir o custo de produgdo porameio d
reducdo no uso de concentrado proteico (Baxter,1984). Além disso, as leguminosas
sao fixadoras de nitrogénio no solo, podendo diminuir os custos com adubo
nitrogenado e contribuir para preservacao do meio ambiente.

A alfafa (Medicago sativa) é uma planta de interesse mundial e considerada
uma das mais importantes forrageiras, haja vista a abrangéncia da area explorada,
utilizacdo em todo o mundo, alto valor nutricional, alta produtividade, elevado teor
de proteina, alta digestibilidade e grande potencial de consumo animal (Carvalho e
Vilela, 1994; Vilela, 2001). Apresenta altas concentracdes de vitaminas A, Ee K e
de minerais (principalmente calcio, fosforo, potassio e magnésio) além de apresentar
grande capacidade de fixac&o simbiética de nitrogénio no solo. E a planta forrageira
mais antiga que se tem conhecimento e a espécie mais utilizada nos Estados Unidos e
Argentina para alimentagéo de vacas leiteiras.

No Brasil, seu cultivo se concentra na regido sul, sendo limitado em outras
regides do pais devido a fatores tais como, a pequena disponibilidade de informacdes
tecnoldégicas sobre sua exploracdo em condicdes tropicais e a falta de cultivares
adaptado a diferentes condi¢des edafoclimaticas no Brasil (Lédo et al., 2010).

Apesar de apresentar-se atrativa devido ao alto valor nutritivo, a alfafa bem
como as demais leguminosas possuem algumas limitagcbes a sua ensilagem como,
baixos teores de matéria seca e de carboidratos solUveis em agua (Dewhurst et al.,
2003) e alta capacidade tampé&o (McDonald and Henderson, 1962).

Frente as limitacdes citadas e visando éxito na producdo de silagens de
leguminosas com boa qualidade, algumas estratégias de manejo devem ser adotadas.
Em silagens de alfafa geralmente é realizado o emurchecimento ap6s o corte para
elevar seu teor de matéria seca a valores acima 30%, pois € uma cultura considerada
vulneravel a fermentacgdes clostridicas principalmente quando ensilada com umidade
>70% (Muck e Kung, 2007).

Diversos tipos de aditivos também sdo utilizados para manipular a
fermentacdo e garantir que a forragem seja preservada de forma adequada. Os
inoculantes microbianos sdo muito utilizados e tém se mostrado eficiente para
promover adequada fermentacdo na ensilagem de forragens em condi¢cdes de clima
temperado com pesquisas desde os anos 70 (Ohyama et al., 1975; Wyss e Vogel,
1994; Addah et al., 2011).



As bactérias lacticas sdo utilizadas como aditivo para garantir a preservacao
do valor nutritivo da forragem através da reducdo da respiracdo da planta e atividade
enzimatica e por meio da inibicdo de micro-organismos indesejaveis da flora
epifitica. (Contreras-Govea et al., 2013). Em um adequado processo fermentativo, as
bactérias do acido latico dominam a fermentacéo proporcionando a rapida queda do
pH a valores que permitam a preservacao da forragem conservada. Ainda assim, o
sucesso do seu uso em silagens depende da habilidade da bactéria em crescer
rapidamente, da presenca de substrato adequado e da populacdo de bactéria
inoculada em relag&o a populacao epifitica da forragem (Muck, 1988).

O principal acido orgénico produzido pelas bactérias lacticas da forragem é o
acido latico, mas outros acidos organicos de cadeia curta também sdo produzidos e
devido ao efeito combinado do baixo pH e a atividade antimicrobiana, a forragem €
conservada por longos periodos (Amado et al., 2012). Apesar dos &cidos organicos
serem capazes de inibir o crescimento de micro-organismos indesejavais, ess
atribuicdo ndo pode ser relacionado apenas a estes, pois outros compostos sao
produzidos dentre eles o, peroxido de hidrogénio, dioxido de carbono, diacetil e
bacteriocinas, que possuem a¢ao antagonista com outros micro-organismos (Piard e
Desmazeaud, 1992; Ammor et al., 2D06

Grande interesse tem sido despertado com relacéo a atividade antimicrobiana
das bactérias do acido latico na sua capacidade de produzir bacteriocinas que sao
definidas como compostos proteindceos produzidos por bactérias que inibem (efeito
bacteriostatico) ou destroem (efeito bactericida) espécies relacionadas (TAGG et al.,
1976). O objetivo de se utilizar estirpes de bactérias lacticas bacteriocinogénicas na
ensilagem se deve ao controle de micro-organismos patogénicos e deterioradores,
visto que estes podem competir com as bactérias do acido latico por substrato
(McDonald et al., 1991).

Algumas das bactérias lacticas homofermentativas comumente utilizadas em
inoculantes sdo culturas viaveis das seguintes espéeaiembacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Pediococcus acidilactici e
Enterococcus faecium (Pang et al., 201Bactérias heterofermentativas também sao
utilizadas e encontradas em formulagcbes de inoculantes comerciais, como 0
Lactobacillus buchneri. Quando a fermentacdo cessa, essas bactérias convertem o
acido latico a acido acético, reduzindo o numero de leveduras na silagem (Muck,
2008).



Trabalhos conduzidos no exterior trazem estudos sobre a populacdo de
bactérias existentes na cultura da alfafa assim como a identificacdo e caraoterizaca
destas. Na China, estirpes de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus kimchii,
Lactobacillus farciminise Lactobacillus pentosus foram encontradas em alfafa e
utilizadas como inoculantes em suas silagens proporcionando rapido declinio no pH
e maior producao de lactato em relacéo a silagem controle (Wang et al., 2006). Outro
trabalho realizado na China com silagem de milho, sorgo, arroz e alfafa, 110 isolados
foram agrupados e -caracterizados como bactérias lacticas através de testes
morfologicos, coloracdo diferencial de gram, catalase e produgéo de &cido, sendo o
género Lactobacillus o predominante em silagens de alfafa, o qual foi detectado
através de técnicas moleculares (Pang et al., 2011). Aumento da espécie
Lactobacillus plantarum e declinio da espécie Lactobacillus buchneri foi observado
na avaliacdo de silagens de alfafa 96 horas ap6s a ensilagem com quatro inoculantes
comerciais atraveés da técnica de RT-PCRWisconsin,EUA (Stevenson et al.,
2006). Em estudo da dinamica da populacdo bacteriana em alfafa emurchecida,
silagem de alfafa emurchecida e silagem de alfafa exposta ao ar, desenvolvido na
Califérnia, a ordem Lactobacillales foi composta principalmente de membros da
familia Streptococcaceae e menor quantidade da Leuconostocacea, Lactobacillaceae
e Enterococcaceae (McGarvey et al,. 2013). Estes trabalhos evidenciam a grande
exploracdo das pesquisas com inoculantes, bem como a utilizacdo e evolucdo de
técnicas mais precisas na avaliacdo de silagens em regides de clima temperado.

O conhecimento, disponibilidade e aplicagdo de inoculantes ainda sao
limitados em muitas areas nos tropicos, sendo a maioria, se ndo todos, compostos por
estirpes de bactérias isoladas de forragens de clima temperado (Heinritz et al., 2012)
com resultados variaveis, sendo, portanto objeto de muitos estudos com intuito de
entender melhor a interacdo das bactérias inoculadas com outros micro-organismos e
como essa interagao direciona a fermentagdo e afeta a utilizagdo da silagem pelos
animais (Weinberg and Muck, 1996).

Rangrab et al. (2000) avaliaram a utilizagao do inoculante Sil All em silagens
de alfafa emurchecidas ou ndo e observaram diminuicdo da FDN em silagens nao
emurchecidas e menor pH e concentracdo de amdnia em todas as silagens. Ao
trabalharem com o inoculante Silobac em silagens de alfafa emurchecidas Magalhaes
et al. (2003) ndo observaram alteragédo no consumo, produgéo e composicao do leite

de vacas da raca holandesa. Manginelli et al. (2005) utilizando Silobac em silagens
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de alfafa emurchecidas na alimentacdo de vacas nao lactantes e ndo gestantes nao
encontraram efeito para digestibilidade da matéria seca e demais fracées e consumo
de matéria seca.

Os trabalhos realizados com silagem de alfafa no Brasil envolvendo
inoculantes comerciaselimitaram a avaliacdes do perfil fermentativo, desempenho
de animais e avaliagbes quimico-bromatolégicas sem, contudo, caracterizar e
identificar as bactérias lacticas predominante na cultura. A relevancia do ultimo é
evidenciada, pois, a capacidade de estirpes bacterianas especificas em suportar uma
multiplicidade de fatores de estresse pode ser um fator determinante para um
inoculante de sucesso (Broderick et al., 2009).

Frente ao exposto, conduziu-se o presente trabalho com o objetivo de isolar,
caracterizar e identificar bactérias lacticas de silagens de alfafa; quantificar as
populacdes microbianas e acompanhar as alteracdes no perfil fermentativo de
silagens de alfafa inoculadas com estirpes de Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus e com inoculante microbiano comercial em diferentes periodos de

fermentacéo.



MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e condigBes climaticas
O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade

Federal de Vicosa, localizada no municipio de Vicosa, Minas Gerais, entre 0s meses
de maio e julho de 2013. A cidade de Vigosa esta situada a 20° e 45° de latitude sul,

42° ¢ 51° de longitude oeste e 657 metros de altitude, com precipitacdo média anual

de 1341 mm.

2.2 Ensilagem e delineamento experimental
A alfafa cv. crioula foi cultivada em uma area de 1000 mo Setor de

Forragicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa e
colhida com uma segadora costal, 82 dias ap0s a semeadura, no inicio do estadio de
florescimento. Apos o corte, a alfafa foi emurchecida por 6 horas no campo e em
seguida, a forragem foi picada em maquina forrageira estacionaria e ensilada em
bags com medidas 25 cm x 35 cm (Doug Care Equipament, Springville, CA). Em
cada bag, foram adicionados 500 g de forragem e a condicdo de anaerobiose no
interior do mini-silo foi estabelecida utilizando seladora a vacuo (Eco vacum 1040,
Orved, ltaly).

Foi usado um esquema fatorial 4 x 6 (quatro inoculantes x seis periodos de
fermentacdo) no delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os
periodos de fermentacdo avaliados foram: 1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias. Os inoculantes
avaliados foram: 1. Controle (sem inoculante); 2: Inoculante comercial; 3:
Pediococcus acidilactici (Isolado 1: 10.6); 4: Pediococcus pentosaceus (Isolado 2:
6.16). O inoculante comercial utilizado foi o Sil-All® 4x4 W.S. (Alltech, Brasil) que
apresenta em sua composicdo sacarose, Lactobacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, Enterococcus faecium, Lactobacillus salivarus subesp. Salivarus.
dioxido de silicio, amilase, celulase, enzima hemicelulolitica e xilanase.

Como a planta no momento da ensilagem apresentava uma populacdo de
bactérias lacticas de A0FC/g de forragem, foi adotada uma taxa de aplicacdo do
inoculantes de POUFC/g de forragem. Para isso foi utilizada 1,89 gramas do
inoculante comercial em 10 kg de forragem (189 g/t). Os inoculantes foram diluidos
em agua destilada e a mesma quantidade utilizada para a diluicdo destes foi aplicada

a silagem controle.



As estirpes de Pediococcus acidilacecPediococcus pentosaceus usadas
nos tratamentos 3 e 4, respectivamente, com atividade antimicrobiana comprovada
(Silva, 2011), foram cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia de Anaerdbios do

Departamento de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Vicosa.

2.3 Quantificacéo das popula¢des microbianas
As populacdes microbianas foram quantificadas na forragem e nas silagens

em todos os periodos de fermentacéo.

O extrato aquoso da silagem e da forragem foi preparado a partir de 25 g de
amostra de silagem de cada mini- silo, nos diferentes periodos de fermentacéo, e da
forragem antes da ensilagem, homogeneizados em 225 mL de solucéo estéril (Ring
Solution®, Oxoid, England, Hampshire) em liquidificador industrial por 1 minuto.
Posteriormente, foi mensurado o pH desse extrato com potenciometro. O extrato
aquoso foi dividido em duas por¢des. Uma foi submetida a diluicbes seriadas
variando de 18 a 10 e o cultivo foi realizado em placas de petri estéreis, em meio
MRS &gar (Difcd" Lactobacilli MRS Agar®), para bactérias do &cido latico (BAL)
meio VRB agar (Violet Red Bile Agar®), para enterobactérias, ambas incubadas a
37°C por 48 horas, e meio BDA (Batata Dextrose Agar® com 1,5% de &cido
tartarico 10% (pH3,5%)), para leveduras e mofos, incubadas a 25°C por 4 dias.

Foram consideradas passiveis de contagem as placas com valores entre 30 e

300 unidades formadoras de col6nias (UFC).

2.4 Perfil fermentativo e composi¢cao quimica

Outra parte do extrato aquoso foi filtrada em papel filtro quantitativo
(Whatman® 54), acidificados com solucdo de &cido metafosférico 20% e
centrifugados a 15000 rpm por 15 minutos, para a determinacdo dos acidos organicos
(latico, acético, butirico e propiénico), como descrito por Kung Jr. e Ranjit (2001). A
analise foi realizada em Cromatégrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC)
(THERMO, modelo ACCELLA PDA) acoplado ao detector Ultra Violéta (UV),
utilizando-se um comprimento de ondas de 210 Andentificacdo e quantificacao
dos acidos latico, acético, butirico e propidnico foram efetuadas utilizando-se a
coluna C18 (Fase Reversa) com pressao de 400 PSI e fluxo de 0,8 mL/minuto.

Para determinac&o do teor de nitrogénio amoniacal, 25 g de amostra dos mini-

silos em todos os tempos de abertura, foram acondicionadas em frascos plasticos



com 200 mL de bBOy 0,2 N (5,61 ml/L) por 48h em refrigeracdo. Apoexrato
foi filtrado em gaze e congelado a -20°C para posterior andlise pelo método de
destilacdo como descrito por Bolsen et al., (1992).

Amostras da forragem na ocasido da ensilagem e das silagens em cada
periodo de fermentacdo foram submetidas a secagem em estufa com ventilacdo
for¢ada de ar a 55°C, por 72 h, e moidas em moinho tipo “willey”, com peneira de 1
mm, para determinacdo dos teores de matéria seca (MS) pelo método 934,01
proteina pelo método 984,13 como descrito pela AOAC (1990). Nas amostras da
forragem e das silagens correspondentes@alia de abertura, foram realizadas as
analises de nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA), fiora em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) (Mertens 2002; Licitra et al. 1996),
lignina pelo método do &cido sulfarico (Van Soest, 1991), carboidratos n&o
estruturais (CNF) pela equacdo CNF = 100 - (%PB + %FDNcp + %EE + %9MM)
extrato etéreo pelo método 920,39 e matéria mineral pelo método 942,05 (AOAC,
1990). Na amostra da forragem foi realizada a analise de carboidratos solUveis em

agua (Valadares Filho, 1981).

2.5 Caracterizacdo de bactérias lacticas
Amostras de 25 g de silagem (controle) de cada mini-silo nos diferentes

periodos de fermentacdo, e da forragem na ocasido da ensilagem, foram
homogeneizados em 225 mL de solucdo Ring Softiti¢@xoid, England,
Hampshire). As amostras foram submetidas a diluicGes seriadas e em seguida
plagueadas nos diferentes meios de culturas para determinacdo da populacéo
microbiana. A populacdo de BAL foi determinada em meio agar MRS (Bifco
Lactobacilli MRS Agar), e, imediatamente incubadas a 37°C por 48 horas. Apos o
periodo de incubacéo, colénias apresentando diferencas culturais foram escolhidas
nas diluicbes mais elevadas em que houve cresciraem@ quantidade de col6nias
equivalente a raiz quadrada do valor total de unidades formadoras de col6nias (UFC)
presente nas placas foi retirada, seguindo as recomendagfes do BERGEY'S
MANUAL FOR SYSTEMATIC BACTERIOLOGY (1986). As culturas escolhidas
foram estriadas em meio 4gar MRS (Dif¢d_actobacilli MRS Agar®) acrescido de

0,04 gL* papura de bromocresol e 5,0 gde carbonato de célcio. As placas foram
incubadas a 37°C, por 48 horas em jarras de anaerobiose (GasPak TM Plus



Anaerobic System, BBL, Franklin Lakes, NJ). As colGnias isoladas foram cultivadas
em caldo MRS (De Man, Rogosa e Sharpe, 1960), a 37°C por 48h. O estoque das
culturas foi preparado a partir desta cultura ativa, e a suspensao de células foi
adicionada de glicerol 20% e estocada20°C. Os isolados foram preliminarmente
avaliados quanto a coloracdo de gram, teste de catalase e producao de acido em meio
agar MRS adicionado de purpura de bromocresol. Os isolados caracterizados como
gram positivos, catalase negativos e com capacidade de producdo de acido foram
selecionados para realizacdo dos demais testes de caracterizacao.

Os isolados foram avaliados quanto a capacidade de crescimento em caldo
MRS em diferentes temperaturas (15°C e 45°C), concentracdes de NaCl (4,0% e
6,5%) e pH (3,5, 4,0, 4,5 e 8,0) (Liu et al., 2012). Os isolados inoculados em meio
MRS contendo diferentes concentragcbes de NaCl e com diferentes pH foram
incubados a 37°C. O ajuste do pH foi realizado utilizando-se solu¢cées de NaOH
(50%) e de HCI (50%)Para a avaliacdo da producédo de,COs isolados foram
cultivados em caldo MRS, contendo tubos de Durham invertidos, e incubados a 37°C
por 24 horas. Foram considerados positivos os tubos de Durham com gas em seu
interior (presenca de bolha) e negativo os que ndo possuiam gas (Drosinos et al.,
2007), caracterizando assim o0s isolados como hetero e homofermentativo,
respectivamente. A avaliacdo do crescimento dos isolados, nas diferentes condi¢des
de cultivo, e a avaliacdo da producdo de, @®am realizadas apos 24 horas pela
medida da absorbancia a 630 nm, em espectrofotdmetro (Thermo S&entific

A atividade antimicrobiana de cada cultura lactica sobre as bactérias
indicadoras foi realizada conforme o método de atividade diferida proposto por
TAGG et al. (1976).

Os micro-organismos indicadores utilizados para o teste foram: Listeria
monocytogenes, Escherichia coF,sudomonas aeruginosa, Bacillus cereus
Staphylococcus aureus. Apés trés ativacdes consecutivas, foi ajustada a densidade
Otica dos isolados crescidos para 0,5 a 630 nm, e, na sequéncia, foram aplicados as
placas de agar MRS. Em cada placa foram aplicadas microgotas (de 5
equidistantes entre si, e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em jarras de
anaerobiose (GasPak TM Plus Anaerobic System, BBL, Franklin Lakes, NJ). Apos o
crescimento nas placas, foi vertida uma sobrecamada de 6 mL de BHI &gar semi-
sélido, mantido em banho maria a 47°€bntendo 300 pl da cultura indicadora. Em

seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em aerobiose, e ap0s esse
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periodo foram analisadas quanto a formacdo de halos de inibicdo ao redor das
microgotas. Os halos foram medidos e a zona de inibicdo correspondeu a medida do
diametro externo do halo de inibicdo da colonia subtraido do diametro da col6nia. A
analise foi conduzida em duplicata e a medida do halo de inibicdo € uma média

resultante dos halos.

2.6 ldentificacdo dos isolados

O DNA dos isolados, obtidos da planta forrageira (alfafa) e suas silagens, nos
diferentes periodos de fermentacgé&o, foi extraido com a utilizacdo do kit comercial
(Wizard® Genomic DNA Purification kit, Promega), com modificacdes em alguns
passos no protocolo. Os isolados foram cultivados em 5 mL de caldo MRS e
incubados a 37°C por 14 horas. A cultura crescida foi centrifugada (Mikro 200 R) a
10.000 g por 5 minutos, e, em seguida, lavada uma vez com solugéo salina 0,85%. O
sedimento de células obtido foi ressuspendido ethd8de EDTA (50 mM) e
imediatamente foram adicionad®8 pL de lisozima a 50 mg mL™. A partir desta
etapa, o procedimento de extracdo de DNA foi realizado de acordo com as
recomendacfes do fabricante. A concentracdo de DNA extraido foi avaliada em
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific 2000) e estoca@®C.

As sequéncias do gene 16S rDNA foi amplificada por PCR. Os primers
utilizados na PCR para amplificar a sequencia do 16S rDNA foram p027F
(GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R
(TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT ) (Heuer et al., 1997). A reacdo PCR foi
realizada em tubos microcentrifuga de capacidade AenD,contendo 50 pL da
mistura de reacdo: DNA (aproximadamente 60 ng); tampao 10X (Tris-HCI 0,1 mol |
! pH 8,0, KCI 0,5 mol 1); MgCl, 1,5 mmol !, pH8,0); dNTP mix (Promega,
Madison WI USA); Taq polimerase (Promega) (1 U); primer p027f (0,6 pmol 1'1) e
1492 (0,6 pmol 1'1). O volume da mistura de reagdo foi completado para 50 pL. com
agua milli-Q autoclavada. A PCR foi realizada em termociclador (Eppefidertis
condicOes de reacdes empregadas foram: 94°C/5 minutos; 30 ciclos (desnaturacgéo:
94°C/30 segundos; 60°C por 30 segundos); polimerizacéo: 72°C/2 minutos; extensao
final: 72°C/5 minutos. Uma aliquota de 4 pLL da mistura de reagao PCR foi analisada
por eletroforese em gel de agarose (1,4 %) em tampéao de Tris Borato EDTA (TBE).

O gel foi corado com 0,6g ml™* de brometo de etidio e as bandas foram visualizadas

10



sobre iluminagédo UV. O produto PCR obtido foi encaminhado a empresa Macrogen,
na Korea, para purificagdo e sequenciamento das amostras.

As sequéncias dos isolados foram comparadas com aquelas disponiveis no
banco de dados do GenBank, e alinhadas usando o algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) para nucleotideos.
As sequéncias do gene 16S rRNA que apresentaram similaridade igual ou maior que
97% foram consideradas como pertencentes a uma mesma Unidade Taxondmica
Operacional (UTO) (ALTSCHUL et al., 1990).

2.7 Filogenia molecular
Os alinhamentos multiplos das sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados

foram realizados com sequencias depositadas no banco de dados do GenBank. Este
alinhamento foi criado com a utilizacdo do programa CLUSTALW e MEGA 6.0
(TAMURA et al., 2013). O método de Neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) foi
utilizado para reconstrucdo da arvore filogenética. Os nés dos ramos individuais

foram estimados com valor de bootstrapping com 1000 repeticoes.

2.8 Andlises estatisticas

Todos os dados foram analisados por intermédio do procedimento MIXED do
SAS (versdo 9.1). Os inoculantes, os periodos de fermentacdo, bem aomo,
interacéo entre os fatores, foram considerados efeitos fixos no modelo. Foi utilizado
um esquema de medidas repetidas no tempo (Littell et al., 1998), sendo os periodos
de fermentacéo (1, 3, 7, 14, 28 e 56 dias apds ensilagem) repetidos dentro de cada
unidade experimental (silo). As comparacBes entre os periodos de fermentacao
seguiram a decomposicdo ortogonal da soma de quadrados associada as fontes de
variacdo em efeitos linear, quadratico e cubico e foram conduzidas utilizando o
PROC MIXED do SAS (versédo 9.1). Assumiu-se a homogeneidade das variancias
entre tratamentos e os graus liberdade foram estimados pelo método de Kenward-
Roger. Os modelos de regressao para avaliacdo dos periodos de fermentacdo, foram
ajustados de acordo com a significancia dos parametros B1, B2 e B3, utilizando o
método da maxima verossimilhanca restrita através do PROC MIXED e as
estimativas dos mesmos foram obtidas através do PROC REG dos SAS (versédo 9.1).
Para comparacao entre inoculantes, as diferencas entre as médias de minimos

quadrados estimadas foram determinadas utilizando-se a opc¢do Diferenca Predita
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(DIFF) do PROC MIXED do SAS (verséo 9.0), sendo considerado 0,05 como o nivel
de probabilidade méximo tolerado para ocorréncia do erro tipo I. A composi¢ao
quimica das silagens, avaliada apenas aos 56 dias de fermentacdo, também foi
comparada entre inoculantes, utilizando-se as diferencas entre as médias de minimos
quadrados estimadas. Para o caso de interacdo significativa entre os fatores, os
mesmos foram desdobrados e as médias foram comparadas dentro de cada fator,
conforme descrito acima.

Para as variaveis microbioldgicas, foi utilizada a transformacdo dos dados
para a base logaritima (LedJFC), pois varidveis discretas como a contagem em
placa, por natureza, ndo apresentam distribuicdo normal. Em seguida, os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-wilk, utilizando-se 0,05 como nivel
critico para ocorréncia do erro tipo |, para verificar a adequacdo. Em caso de
adequacao, os dados seguiram os procedimentos descritos acima para as demais
variaveis. Em caso de ndo ajustamento a distribuicdo normal, o modelo avaliado
incluiu os efeitos de inoculante, periodo de fermentacéo e interacdo entre 0S mesmos,
atribuindo-se aos dados a distribuicdo de Poisson, por intermédio d&€ PRO
GENMOD dos SAS (versao 9.1). A funcao de ligacao utilizada para o modelo foi a
candnica (funcdo natural). As varidveis que apresentaram efeito significativo foram
comparadas pela opcao Diferenca Predita (DIFF) do PROC MIXED do SAS
utilizando-se 0,05 como nivel critico para ocorréncia do erro tipo |, por se tratarem

de variaveis discretas.
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RESULTADOS

3.1 Composicao e populacdes microbianas da planta antes da ensilagem
A composicdo quimica e a populacdo de micro-organismos antes da

ensilagem sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo quimica e populacdo microbiana da alfafa antes da ensilagem.

ltem’

MS (g/kg) 313
PB (g/kg MS) 197,3
FDN (g/kg MS) 374,3
CNF (g/kg) 257,1
Lignina (g/k MS) 59,7
EE (g/kg MS) 14,5
MM (g/kg MS) 156,8
NIDA (% NT) 5,78
CHOs soluveis (g/kg) 51,9
BAL (log ufc/g) 5,42
ENT (log ufc/g) 5,68
Mofos (log ufc/g) 4,82
Leveduras (log ufc/g) 4.8
pH 6,07

! MS = Matéria seca; PB = Proteina bruta; FDN = Fibra em detergente neutro; Fibfa=

em detergente acido; CNF = Carboidratos nédo fibrosos; EE = Extrato estéreo; MM a Matéri
mineral; NIDA = Nitrogénio insoltvel em detergente acido; CHOs sollveis = Qaabus
soltveis; BAL = Bactéria do acido latico; ENT = Enterobactérias.

3.2 Perfil fermentativo
Apenas as variaveis acido latico e &cido propiénico ndo foram afetadas

(P>0,05) pela interacao inoculamt@eriodo de fermentacédo (Tabe)a 2
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Tabela 2. P-valor e erro padrdo da média (EPM) das variaveis do perfil ferme
de silagens de alfafa tratadas com inoculantes em diferentes dias de fermentag

P-valor
ltens Inoculante Periodo Inoculante*Periodc EPM
MS < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,27
PB 0,37 < 0,01 <0,01 0,31
pH < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,03
Amonia <0,01 <0,01 <0,01 0,19
Acido Léatico < 0,01 < 0,01 0,06 0,27
Acido acético <0,01 <0,01 <0,01 0,11
Acido butirico 0,08 <0,01 <0,01 0,52
Acido propibnico 0,24 <0,01 0,06 0,28

1 MS = Matéria seca; PB = Proteina bruta.

No décimo quarto dia de fermentagcdo, o teor de matéria seca das silagens
diferiu (P<0,05) entre os inoculantes, sendo registrados maiores valores para as
silagens tratadas com os isolados 1 (Pediococcus acidilagtiJPedicoccus.
pentosaceus). Foi observado efeito (P<0,05) de inoculante sobre os teores de
proteina brutalas silagens somente nos dias 3 e 56 de fermentacao (Figura 1). O teor
de matéria seca em funcdo de periodo de fermentacdo seguiu comportamento
quadratico (P<0,05) para o isolado 2, com auséncia de significancia dos parametros
B1, B2 e B3 para os demais inoculantes, ndo ajustando-se nenhum modelo estatistico
(P>0,05). Para o teor de proteina bruta os inoculantes comercial e isolado 1 seguiram
comportamento quadréatico (P<0,05), enquanto o controle e o isolado 2 seguiram
comportamento cubico (P<0,05As concentracdes de nitrogénio amoniacal das
silagens em funcéo de periodo de fermentacdo apresentou comportamento quadratico
(P<0,05) para o controle e isolado 2, e, linear e cubico (P<0,05) para o comercial
isolado 1, respectivamente (P<0,05) (Figura 2).
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Figura 1. Teores de MS (a)RB (b) de silagens de alfafa em funcdo dos efeitos dos
inoculantes dentro de cada periodo de fermentacéo.
*Médias seguidas por letras diferentes nas barras diferem por meio da Diferenca

Predita ao nivel de 0,05.
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Figura 2. Comportamento do teor de matéria seca (a), proteina bruta (b) e nitrogénio

amoniacal (c) das silagens em funcao de periodo de fermentacao.

Na Figura 3¢é apresentado o comportamento das variaveis pH e nitrogénio
amoniacal das silagens dentro de cada periodo de fermentacdo. Foi observado menor
pH nas silagens tratadas com os isolados 1 e 2 no primeiro dia de fermentacéo,
enquanto que no ultimo dia ndo foi detectada diferenca entre os inoculantes (P>0,05)
no pH das silagens, cujos valores foram inferiores ao da silagem controle. O teor de
nitrogénio amoniacal foi influenciado (P<0,05) pelos inoculantes nos dias 7, 14, 28 e
56 de fermentagdo. No ultimo dia de fermentacao, foi registrado menor (P<0,05) teor
de nitrogénio amoniacal nas silagens tratadas com os inoculantes Sil All e isolado 1,

que por sua vez nao diferiram entre si. Foi observado efeito quadratico (P<0,05) para
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o comportamento do pH das silagens em funcdo de periodo de fermentacao (Figura
4).

6 15.82b 7 (a)
Lo 5.15
498c 5072 A
5 4.884 463 47T Rl 479 483 4
— 4.72a - 4.54h 4.73a _— 4.71b 4.65h
i 7 436 4,46 7/ —
I 45 A = 447b
= — v _
4 -
15
1 (P<0.01) 3(P<0.01) 7(P<0.01) 14(P<0.01) 28 (P<0.01) 56 (P<0.01)
Periodo de fermentacio, dias
B Cotrole B SilAll O Isolado1 m Isolado2
(b)
= 11.042
10.14b
10 - ]
UE? 84 :_c 8.45¢
5 8 = 7.8
5 6.31b 6.35b Ez26.32b
= . % =]
§ 4.48¢ ol 4.92¢
5 357 433¢ -
.g 4 b
g ;
2 179 1.86
- 175I
1 (P=0.89) 3 (P=0.07) 7 (P<0.01) 14 (P<0.01) 28 (P<0.01) 56 (P<0.01)

Periodo de fermentacio, dias

B Controle SilAll O Isolado1 M Isolado2

Figura 3. Valores de pH (a) e nitrogénio amoniacal (b) de silagens de alfafa em
funcao dos efeitos dos inoculantes dentro de cada periodo de fermentacéo.
*Médias seguidas por letras diferentes nas barras diferem por meio da Diferenca

Predita ao nivel de 0,05.
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Figura 4. Comportamento do pH das silagens em funcdo de periodo de fermentacao

dentro de cada inoculante.

Houve efeito (P<0,05) de inoculante sobre o teor de &cido latico das silagens
nos dias 7, 14 e 56 de fermentacao (Figura 5). Nos dias 7 e 14, os isolados 1 e 2
proporcionaram maior concentracdo desse acido nas silagens. Aos 56 dias de
fermentacdo foi observado maior (P<0,05) conteldo na silagem tratada com o
isolado 2, Sil All e controle, que nao diferiram entre si. O acido acético foi afetado
(P<0,05) pelos inoculantes nos dias 3, 14, 28 e 56 de fermentacédo (Figura 5). No
ultimo dia de fermentacdo, foi registrado menor concentracdo de acido acético na

silagem tratada com o isolado 2, em relacdo a silagem controle.

18



3,5 1 3.35a

3.07a

2.50b
2,5 2.45b

1.78 1.79 195

1,5 1

Acido Litico (%MS)

14 086
0.81

- I§ V
o 4 0 4 8 i

1(P=0.08) 3(P=0.98) 7 (P<0.01) 14 (P<0.01) 28 (P=0.65) 56 (P<0.01)

Periodo de fermentacio, dias
B Controle 8Sil All OlIsolado 1 MIsolado 2

1,6 -

1,4 -

1,2 o

0,8

0,6

Acido Acético (%MS)

0,4 -

0,2 +

1(P=0.47) 3 (P<0.01) 7(P=0.43) 14 (P<0.01) 28(P<0.01) 56 (P=0.02)

Periodo de fermentac¢io, dias

BControle ®SilAll Olsolado 1 ®isolado 2

Figura 5. Concentracdes de acido latico (a) e acido acético (b) de silagens de alfafa
em funcéo de inoculantes dentro de cada periodo de fermentacao
*Médias seguidas por letras diferentes nas barras diferem por meio da Diferenca

Predita ao nivel de 0,05.

Na Figura 6 sao apresentadas as concentracdes dos acidos butirico e
propiodnico das silagens de alfafa em funcdo de inoculantes dentro de periodos de
fermentacdo. Nao foi observado efeito (P>0,05) de inoculante sobre o teor de acido
butirico nos dias 7 e 14 de fermentacdo. No ultimo dia de fermentacdo, foram
registrados menores valores deste acido nas silagens controle e naquela tratada com o
isolado 2 em relagdo a tratada com o inoculante comercial. Foi observado efeito
(P<0,05) de inoculante sobre o teor de &cido propibnico apenas no 7° dia de
fermentacdo, sendo encontrado maior valor para a silagem cowtsolariaveis
acido butirico e 4cido propiénico sdo apresentadas na Figura 6 multiplicado$ por 10
e 10, respectivamente. Quando avaliado o comportamento dos acidos organicos
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(latico, acético, butirico e propiénico) em funcéo de periodo de fermentacdo dentro
de cada inoculante foram encontrados os seguintes: A variavel acido latico seguiu
comportamento quadratico (P<0,05) para o controle e inoculante comercial e linear e
cubico (P<0,05) para os isolados 1 e 2, respectivamente. As concentracdes de acido
acético seguiram modelo linear (P<0,05) para o controle e quadrético (P<0,05) para
0 inoculante comercial, enquanto os isolados 1 e 2 seguiram modelo cubico
(P<0,05). O &cido butirico apresentou comportamento apenas para o controle e o
isolado 2, que seguiram o modelo cubico (P<0,05). O acido propiénico apresentou
comportamento quadréatico (P<0,05) para o controle e o isolado 1, sendo que os
demais ndo apresentaram significancia dosngetros 1, p2 ¢ p3 (P>0,05), ndo se

ajustando nenhum modelo estatistico (Figura 7).

Acido Buirico (%M, x10%)

3.66b

1(P=0.01) 3(P=0.02) 7 (P=0.07) 14 (P=0.08) 2 56 (P=0.02)

Periodo de fermentacio, dias

BControle BSil All Disolado 1 Misolado 2

614
6.
6.05 5.0
5.89

7 (P=0.01) 14 (P=0.16)

Acido Propidnico (%MS, x10%)

Periodo de fermentagio, dias
B Controle ®SSil All Olsolado 1 - ilsolado 2

Figura 6. Concentracdes de acido butirico (a) e acido propionico (b) de silagens de
alfafa em funcéo de inoculantes dentro de cada periodo de fermentacéo.
*Médias seguidas por letras diferentes nas barras diferem por meio da Diferenca

Predita ao nivel de 0,05.
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Figura 7. Comportamento dos teores de acido latico (a), acético (b), butirico (c) e
propionico (d) das silagens em funcdo de periodo de fermentacdo dentro de cada

inoculante.

3.3 Populagdes microbianas

N&o houve efeito (P<0,05) de interacdo inoculante x periodo de fermentacao,
nem de inoculantes sobre as populacbes microbianas das silagens, no entanto, foi

observado efeito de periodos sobre as enterobactérias (P<0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. PopulagBes microbianas médias em silagens de alfafa.

P-
Inoculantes P-valor valor

*

Sil  Isolado Isolado

ltens Cont? Al 1 > Inocul? Per? Inoc*Pef EPM T.NZ2
BAL 8,86 8,94 9,26 9,41 0,94 0,98 0,99 0,05 0,05
ENT 441 4,36 5,22 3,04 0,10 <0,01 0,92 0,22 <001
Mofos 3,12 3,01 2,74 2,68 0,84 0,45 0,99 0,07 <0,01

Leveduras 3,06 249 264 2,56 0,73 0,37 0,99 0,10 <0,01

*Hipdtese testada pelo teste de Shapifidk com o = 0,05, sendo §i Distribuigcdo normal e H ndo
Ho.

! BAL = Bactérias do &cido latico; ENT = Enterobactérias.

2Cont.= controle; Inocul.= inoculante; Per.= period e Inoc*Per = Interacdo inteelgeddo

3T.N = Teste de normalidade.

Foi registrada menor (P<0,05) contagem de enterobactérias no dia 14 de

fermentacdo (Figura 8), que aumentou levemente a partir deste ponto.

7-00 7
6.00 -
- -
E
= 5.00 -
=
5
E 4,00 - 3,64 b
S 3,00 2,68 ¢
£ > —
g =
= 2,00
=
=
L]
1,00 -
0.00 ; ; ; ; : . . .
o 7 14 21 28 3s 42 49 s6

Periodo de fermentacao, dias

Figura 8. Contagem da populacao de enterobactérias em silagens de alfafa em funcao

de periodo de fermentacao.

Na Figura 9 € mostrado o comportamento da contagem microbiana de BAL,

mofos e leveduras, em funcéo do periodo de fermentacao.
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Figura 9. Contagem das populac¢des de BAL, mofos e leveduras em silagens de alfafa

em funcéo de periodo de fermentacéao.

3.4 Composicao quimica das silagens
Foi observado efeito (P<0,05) de inoculantes apenas para a variavel extrato

etéreo mensurada aos 56 dias de fermentagéo (Tabela 4).

Tabela 4. Composicdo quimica/g MS) de silagens de alfafa tradadas c

inoculantes aos 56 dias de fermentacéo.

Inoculantes
ltens Controle  SilAll  Isolado1l Isolado2 EPM P-valor
PB 170 184 179 180 3.1 0,07
EE 18,3 ab 20,0 a 16,5b 11,3 ¢ 0,7 <0,01
NIDA 56,5 46,2 51,8 47,9 3,1 0,17
FDNcp 355 358 346 341 5,9 0,25
FDA 250 249 250 235 59 0,27
Lignina 58,5 57,9 57,3 57,1 1,8 0,95
MM 161 162 163 159 3,5 0,59

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pela Diferenca de minintasamadedita ac
nivel de 5% de probabilidade.

1pB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo; NIDA = Nitrogénio insollvel em deteégaate FDNcp
= Fibra insolavel em detergente neutro corrigida pra cinzas e proteina; FDA= Kblaéh em
detergente acido; MM = Matéria mineral.
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3.5Caracterizacdo dos isolados
Um total de 102 isolados foram obtidos de amostras de planta e silagens de

alfafa coletadas em diferentes periodos de fermentacdo, sendo quatro isolados da
planta e 98 da silagem. Destes, 79 apresentaram similaridade entre as sequéncias
acima de 97%, quando analisadas utilizando o programa BLAST. Todos os isolados
foram gram positivos, catalase negativos e apresentaram producdo de acido. Apenas
os isolados da planta (0.2, 0.5, 0.6 e 0.11) e os isolados 3.1, 3.6 e 3.7,
correspondentes ao dia 3 de fermentagdo, ndo cresceram em pFatem 5)

Todos os isolados apresentaram alguma atividade antagonista contra 0s micro-

organismos indicadores utilizados no teste antimicrobiano (Tapela 6

Tabela 5. Caracterizacdo dos isolados de bactérias lacticas isoladas de alfafa e suas
silagens nos diferentes dias de fermentagao.

Temp! (°C) pH % Sal
Isolados Forma > CO,
15 45 3.5 40 45 85 4.0 6.5

0.2 Bacilo + + - + + + + +  Hetero
0.5 Cocos + + - - - + + + Homo
0.6 Cocos + + - + + + + + Homo
0.11 Cocos + + - - - + + + Homo
1.2 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.3 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.4 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
15 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.6 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.7 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.8 Badlo + + + + + + + +  Hetero
1.9 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.16 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.17 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
1.24 Cocos - + + + + + + + Homo
3.1 Bacilo + + - + + + + +  Hetero
3.3 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
3.5 Bacilo + + + + + + + +  Hetero
3.6 Bacilo + + - + + + + + Hetero
3.7 Bacilo + + - + + + + - Hetero
3.20 Cocos + + + + + + + + Homo
3.22 Cocos + + + + + + + + Homo
3.23 Cocos + + + + + + + + Homo
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Tabela 5 cont. Caracterizacdo dos isolados de bactérias lacticas isoladas desaiéa
silagens nos diferentes dias de fermentagéo.

Temp?(°C) pH % Sal
Isolados Forma > CGo,
15 45 35 40 45 85 4.0 6.5

3.26 Cocos + + + + + + + + Homo
3.28 Cocos + + + + + + + + Homo
3.29 Cocos + + + + + + + + Homo
7.1 Cocos + + + + + + + + Homo
7.4 Cocos + + + + + + + + Homo
7.5 Bacilo + + + + + + + + Homo
7.7 Bacilo + + + + + + + + Hetero
7.8 Bacilo + + + + + + + + Homo
7.10 Cocos + + + + + + + + Homo
14.1 Cocos + + + + + + + + Homo
14.2 Bacilo + + + + + + + + Homo
14.3 Bacilo + + + + + + + +  Homo
14.4 Cocos + + + + + + + + Homo
14.7 Bacilo + + + + + + + + Homo
14.8 Cocos + + + + + + + + Homo
14.9 Cocos + + + + + + + + Homo
14.10 Bacilo + + + + + + + + Homo
14.11 Cocos + + + + + + + + Homo
14.12 Cocos + + + + + + + + Homo
14.13 Bacilo + + + + + + + +  Homo
14.14 Cocos + + + + + + + + Homo
14.16 Cocos + - + + + + + + Homo
14.17 Bacilo + + + + + + + +  Homo
14.18 Bacilo + + + + + + + + Homo
14.20 Bacilo + + + + + + + + Homo
14.23 Bacilo + + + + + + + +  Homo
28.2 Cocos + + + + + + + + Homo
28.3 Cocos + + + + + + + + Homo
28.4 Cocos + + + + + + + + Homo
28.5 Cocos + + + + + + + + Homo
28.9 Cocos + + + + + + + + Homo
28.12 Cocos + + + + + + + + Homo
28.14 Cocos + + + + + + + - Homo
28.15 Cocos + + + + + + + - Homo
28.17 Cocos + + + + + + + + Homo
28.18 Cocos + + + + + + + + Homo
28.19 Cocos + + + + + + + + Homo
28.20 Cocos + + + + + + + + Homo
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Tabela 5 cont. Caracterizacdo dos isolados de bactérias lacticas isoladas desalés
silagens nos diferentes dias de fermentagéo.

Temp? (°C) pH % Sal
Isolados Forma > CGo,
15 45 35 40 45 85 4.0 6.5

56.3 Cocos + + + + + + + +  Homo
56.4 Bacilo + + + + + + + +  Homo
56.5 Cocos + + + + + + + +  Homo
56.8 Cocos + + + + + + + + Homo
56.9 Bacilo + + + + + + + +  Homo
56.11 Cocos + + + + + + + + Homo
56.13 Cocos + + + + + + + + Homo
56.15 Cocos + + + + + + + +  Homo
56.18 Bacilo + + + + + + + + Homo
56.19 Bacilo + + + + + + + + Homo
56.20 Bacilo + + + + + + + + Homo
56.22 Bacilo + + + + + + + + Homo
56.23 Cocos + + + + + + + + Homo
56.25 Bacilo + + + + + + + + Homo
56.26 Cocos + + + + + + + + Homo
56.28 Bacilo + + + + + + + + Homo
56.29 Cocos + + + + + + + +  Homo
56.30 Cocos + + + + + + + + Homo

Temp.=Temperatura .
2. = Auséncia de crescimento; + = Presenca de crescimento.

Tabela 6. Atividade antagonista dos isolados de bactérias lacticas de alfafa e suas

silagens nos diferentes dias de fermentagao.

L. monocytogenes  E. coli S. aureus B. cereus P. aeruginosa
Isolados
Raio de inibicad

0.2 - ++ + - ++
0.5 + - - - ++
0.6 + - - + +
0.11 - - - + -
1.2 ++ ++ + + ++
1.3 - ++ - ++ ++
14 - ++ - ++ ++
1.5 ++ + - + +++
1.6 ++ + - + +++
1.7 ++ ++ + +++ ++
1.8 ++ ++ - +++ ++
1.9 + ++ - - ++
1.16 - - + - +++
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Tabela 6. Atividade antagonista dos isolados de bactérias lacticas de alfafa e suex
nos diferentes dias de fermentacao.

Isolados L. monocytogenes E. coli S. aureus B. cereus P. aeruginosa
Raio de inibigad

1.17 - ++ . + ++
1.24 + - - + +
3.1 ++ - + + +
3.3 - ++ + +++ ++
3.5 - + - + ++
3.6 ++ ++ + + t
3.7 ++ ++ + + +
3.20 - 4+ 4 + ++
3.22 + +++ + ++ S
3.23 + ++ + + it
3.26 + + i} it
3.28 ++ + + + +
3.29 ++ ++ + + +
7.1 ++ ++ + 4 it
7.4 ++ - + ++ +4++
7.5 + - + ++ +++
7.7 ++ + + +++ +++
7.8 + ++ + ++ ++
7.10 ++ - - +++ +++
14.1 ++ ++ + + +
14.2 ++ - - 1+ T+
14.3 ++ ++ + +++ +++
14.4 ++ ++ + +++ +4+
14.7 ++ +++ + +++ +++
14.8 ++ +++ + +++ 4+
14.9 ++ ++ + +++ +++
14.10 ++ + +++ +++
14.11 + + + ++ +4++
14.12 + ++ + ++ 44+
14.13 ++ + + 4 +
14.14 ++ ++ - +++ +++
14.16 ++ +++ + +++ 4+
14.17 +++ +++ + +++ 4+
14.18 ++ - - ++ .
14.20 ++ ++ + +++ ++
14.23 - - + ++ }
28.2 ++ ++ + +++ ++
28.3 - - + o+ +
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Tabela 6. Atividade antagonista dos isolados de bactérias lacticas de alfafa e suas
nos diferentes dias de fermentacéo.

L. monocytogenes  E. coli S. aureus B. cereus P. aeruginosa
Isolados
Raio de inibicad

28.4 ++ ++ - ++ ++
28.5 ++ ++ + +++ -
28.9 ++ ++ + - +++
28.12 ++ - + ++ ++
28.14 ++ - + ++ +++
28.15 + - + +++ ++
28.17 ++ + - ++ +++
28.18 ++ - - - +++
28.19 ++ - - - +++
28.20 + ++ + +++ +++
56.3 ++ - + - ++
56.4 ++ - + - +++
56.5 ++ - + - +++
56.8 ++ - + - +
56.9 ++ - - ++ ++
56.11 ++ ++ + - +++
56.13 ++ ++ + +++ ++
56.15 + + + ++ ++
56.18 ++ ++ + +++ +++
56.19 + ++ + ++ ++
56.20 ++ ++ + +++ +++
56.22 ++ ++ + ++ +++
56.23 + + + ++ ++
56.25 ++ + +++ ++
56.26 ++ ++ + ++ ++
56.28 + ++ + ++ ++
56.29 ++ ++ + +++ ++
56.30 + ++ + +++ ++

L. monocytogeng<E.coli, S. aureusB. cereuse P. aeruginosa = Micro-organismos indicadores do
teste antimicrobiano.

2Raio de inibi¢do = raio de inibi¢do em mm, + (> 4 ¢ < 15), ++ (> 15 e < 30), +++ (>30), - ( auséncia

de halo de inibi¢&o).

3.6. Identificacdo e analise filogenética
A identificacdo dos isolados da planta e silagem de alfafa foi confirmada por

sequenciamento parcial do gene 16S rDNA (Tabela 7). A maior parte dos isolados
apresentou sequéncias com alta similaridade com bactérias pertencentes ao género

Pediococcus. Dentre as bactérias do género Pediococcus, foram identificados
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isolados que apresentaram alta identidade com sequéncias parciais do gene 16S
rDNA de bactérias pertencentes as espécies de Pediococcus pentosaceus,
Pediococcus acidilactici e Pediococcus lolii. Além destas espécies foram
identificadas bactérias da espécie Lactobacillus plantarum, Weissela cibaria,
Lactobacillus brevig Lactobacillus casei.

A arvore filogenética reconstruida pelo método de Neighbor-joining revela
uma relacéo filogenética existente entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S
rRNA dos isolados 56.20 e 14.3 com a sequencia parcial do gene 16S rDNA de
Lactobacillus plantarum bacteriocinogénico (Figura 10). Com relagédo aos isolados
que apresentaram identidade com bactérias do género Pediococcus, alguns isolados
agruparam com a sequencia parcial do gene 16S rDNA de Pediococcus pentosaseus,
isolado de silagem, o qual tem a sua sequencia ja depositada no banco de dados do
Genbanck (Figura 31 Foi verificado também o mesmo para os isolados que
apresentaram identidade com Weissela cibaria, onde foi observado o agrupamento
dos isolados 0.2 e 3.1, com a sequéncia de Weissela cibaria, pertencente ao banco de

dados do GenBanck, que apresenta atividade antifungica (Figura 12

Tabela 7. Informacdes sobre as sequéncias obtidas do produto PCR do 16S rL

isolados obtidos.

Isolados Identidade (%) Estirpe referente N& acesso Genbank

0.2 99 Weissela cibaria HF562957.1
0.5 99 Enterococcus casseliflavus KJ528946.1
0.6 99 Enterococcus casseliflavus KF307676-1
0.11 99 Enterococcus galinarum EU075075.1
1.2 99 Weissela cibaria AB510754.1
1.3 99 Weissela cibaria AB911503.1
1.4 98 Weissela cibaria KJ095645.1
15 99 Weissela cibaria KJ095645.1
1.6 99 Weissela cibaria AB510746.1
1.7 99 Weisselasp EU600924.1
1.8 99 Weisselasp JX826525.1
1.9 99 Weisselasp EU600924.1
1.16 98 Weissela cibaria KJ095645.1
1.17 98 Weissela cibaria KJ095645.1
1.24 99 Pediococcus acidilactici KF598928.1
3.1 98 Weissela cibaria KJ095645.1
3.3 99 Weissela cibaria KJ095645.1
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Tabela 7. Informacdes sobre as sequéncias obtidas do produto PCR do 16S rI

isolados obtidos.

Isolados Identidade (%, Estirpe referente

N& acesso Genbank

3.5
3.6
3.7
3.20
3.22
3.23
3.26
3.28
3.29
7.1
7.4
7.5
7.7
7.8
7.10
14.1
14.2
14.3
14.4
14.7
14.8
14.9
14.10
14.11
14.12

14.13

14.14
14.16
14.17
14.18
14.20
14.23
28.2
28.3
28.4
28.5
28.9
28.12

98
99
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
98
99
99
100
99
99
99
97
99
99
98
99
99

98

98
98
99
99
100
98
99
99
99
98
100
99

Weissela cibaria

Weissela cibaria

Weissela cibaria
Pediococccus pentosaceus
Pediococcus sp.
Pediococccus pentosaceus
Pediococccus pentosaceus
Pediococccus pentosaceus
Pediococcus acidilactici
Pediococcus sp.
Pediococcus acidilactici
Lactobacillus plantarum
Weissela cibaria
Lactobacillus plantarum
Pediococccus pentosaceus
Pediococcus sp.
Lactobacillus breg
Lactobacillus plantarum
Pediococcus sp.
Lactobacillus plantarum
Pediococcus sp.
Pediococcus sp.
Lactobacillus paraplantarum
Pediococccus pentosaceus
Pediococcus sp.

Lactobacillus plantarum sub:

plantarum

Pediococcus sp.
Pediococcus sp.
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillussp
Lactobacillus plantarum
Pediococcus sp.
Pediococcus sp.
Pediococcusp
Pediococcus acidilactici
Pediococcusp
Pediococcus acidilactici

AB469384.1
HF562960.1
AB911503.1
KF697639.1
KJ610830.1
KF697639.1
JX141316.1
KC454283.1
KF598928.1
KF598926.1
KC790981.1
KJ026590.1
JX441793.1
JN573605.2
JQ322223.1
KJ610832.1
JQO009334.1
JX003604.1
KJ610832.1
AM157432.1
KF598926.1
KJ610832.1
JF2683211
KC454283.1
KF598926.1

JN573602.1

KF598926.1
KF598926.1
KJ026590.1
AB911493.1
KJ624757.1
JN573608.1
KF598926.1
KF598926.1
KF598926.1
DQ294960.1
KF598926.1
KJ531397.1
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Tabela 7. Informacdes sobre as sequéncias obtidas do produto PCR do 16S rL
isolados obtidos.

Isolados ldentidade (%, Estirpe referente N& acesso Genbank

28.14 99 Pediococcus acidilactici HQ315858.1
28.15 99 Pediococcusp KF598926.1
28.17 98 Pediococcus acidilactici JNO039351.1
28.18 99 Pediococcus acidilactici FJ538507.1
28.19 99 Pediococcusp KF598926.1
28.20 97 Pediococcus acidilactici KF511963.1
56.3 99 Pediococcus lolii KJ502293.1
56.4 99 Lactobacillus casei AB933635.1
56.5 98 Pediococcusp KF598926.1
56.8 99 Pediococcus acidilactici JNO039351.1
56.9 98 Lactobacillus plantarum AB889712.1
56.11 98 Pediococcus acidilactici JNO039351.1
56.13 99 Pediococcus acidilactici DQ294960.1
56.15 99 Pediococcus acidilactici FJ3901107.1
56.18 99 Lactobacillus plantarum AB889712.1
56.19 98 Lactobacillus plantarum HQ117897.1
56.20 98 Lactobacillus plantarum KJ459029.1
56.22 98 Lactobacillus plantarum JF965386.1
56.23 99 Pediococcusp KF598926.1
56.25 99 Lactobacillus plantarum AB889712.1
56.26 98 Pediococcus acidilactici FJ538506.1
56.28 98 Lactobacillus plantarum FJ538494.1
56.29 99 Pediococcusp KF598926.1
56.30 99 Bacterium JF733794.1
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V/56-19
V/56-25
V1417
30 V/56-18
V7-5
V14-13
51 V56-9
97 [k V7-8
100 P4 V14-23
L V56-28
pi V147
35 | Lactobacillus plantarum (PROBITICO)
100! Lactobacillus plantarum (SILAGEM)
Lactobacillus plantarum (QUEIJO)
V56-20
100 [[ Lactobacillus plantarum (BACTERIOCINA)
V14-3

94

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi

0.1

Figura 10. Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene DNA ribosomal 16 S
de estirpes de Lactobacillus plantarum, mostrando a relacdo dessas estirpes com
outras estirpes relatadas (nUmero de acesso no paréntese). Salmonella entérica subsp.
entérica serovar Typhi foi utilizado como grupo externo. A arvore foi reconstruida
pelo método Neighbor-joining, e 0os nimeros nos nés das ramificacbes da arvore

referem aos valores de bootstrap (expresso como porcentagem de 100€).réplica
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Pediococcus pentosaceus (QUEIJO)

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi

Figura 11. Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene DNA ribosomal 16 S

de bactérias do género Pediococcus, mostrando a relacdo dessas estirpes com outras

estirpes relatadas (numero de acesso no paréntese). Salmonella entérica subsp.

entérica serovar Typhi foi utilizado como grupo externo. A arvore foi reconstruida

pelo método Neighbor-joining, e os nimeros nos nos das ramificacbes da arvore

referem aos valores de bootstrap (expresso como porcentagem de 1000 réplicas).
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi

Figura 12. Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene DNA ribosomal 16 S

de Weissela cibaria, mostrando a relacdo dessas estirpes com outras estirpes

relatadas (numero de acesso no paréntese). Salmonella entérica subsp. entérica

serovar Typhi

foi utilizado como grupo externo. A arvore foi reconstruida pelo

método Neighbor-joining, e os nimeros nos nés das ramificacdes da arvore referem

aos valores de bootstrap (expresso como porcentagem de 1000 réplicas).
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DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica

A composi¢édo quimica da alfafa antes da ensilagem, onde observaixo
teor de fibra (FDNcp), alto teor de proteina bruta (197 g/Kg MS) e matéria seca de
313 g/Kg, permite caracterizar esta leguminosa como de alta qualidade. O ultimo
encontra-se de acordo com o preconizado de 30-35% (McDONALD et al., 1991),
para 0 sucesso da fermentacdo principal, a latica, pois a alfafa € uma cultura
considerada vulneravel a fermentacdes clostridicas, principalmente quando ensilada
com umidade >70% (Muck e Kung, 2007). Além disso, a populagdo de bactérias
lacticas na forragem de 5,42 log UFC/g de forragem esta dentro do preconizado por
Muck (1996) (5 log UFC/g) como minimo necessario para que as perdas durante o

processo de fermentacdo sejam minimas.

4.2 Perfil fermentativo

O menor teor de matéria seca encontrado na silagem controle e no inoculante
comercial no 14° dia de fermentacdo pode estar associado a maior producdo de
nitrogénio amonical nestas, visto que nestas condi¢cdes, ha desenvolvimento de
bactérias do género clostridium, favorecidas pela alta atividade de agua. Essas
bactérias produzem &cido butirico, e, quando isto ocorre, concomitantemente leva a
degradacédo de proteinas e de acido latico (McDonald and Henderson, 1981). Esse
fato pode ser evidenciado, pois no referido periodo a reducdo nos teores de matéria
seca foi acompanhada pelo aumento das concentracdes de nitrogénio amoniacal
destas silagens.

O menor teor de proteina bruta da silagem controle no ultimo dia de
fermentacdo pode ser explicado pela maior protedlise nessa silagem, resultando em
maior concentracdo de nitrogénio amoniacal, ocasionado possivelmente pelo
favorecimento de micro-organismos proteoliticos em razao do maior pH observado
nesta silagem. Segundo Polan et al. (1998), mesmo com o estabelecimento completo
e acelerado das condi¢Ges anaerdbias, consideravel proteolise pode ocorrer devido as
atividades das bactérias e enzimas. Além disso, condi¢Oes acidas insuficientes para a
inibicAo dos micro-organismos indesejaveis acarretam na extensdo da proteolise

durante o processo de fermentacao (Woolford, 1984; McDonald et al.,1991).
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O menor valor de pH das silagens tratadas com inoculantes no ultimo dia de
fermentacao indica a eficiéncia destes em reduzir o pH. De fato, um dos principais
objetivos de um inoculante é favorecer a rapida acidificacdo da massa easilada
diminuir a extensdo da fermentacéo. A rapida reducdo do pH é desejavel pois os
micro-organismos deterioradores sdo menos resistente as condi¢des acidas do que as
bactérias do acido latico (Woolford, 1984; McDonald et al., 1991), reduzindo as
perdas no processo. Os vaede pH no ultimo dia de fermentacéo, que variaram de
4,83 (silagem controle) a 4,65 (isolado 2) podem ser considerados adequadas para
silagens de leguminosas, que normalmente estabilizam em pH mais elevado.

Embora tenha sido registrado maior teor de nitrogénio amoniacal na silagem
controle, 11,04%, esse valor é aceitavel para silagens de leguminosas, segundo
critérios de Mahana (1994) <10-5%. Contudo, Magalhaes et al (2004) e Rodrigues et
al. (2004) nédo verificaram efeito de inoculantes bacterianos sobre o conteddo de
amonia @ silagens de alfafa em condic¢des tropicais. Nos dias 7 e 14 de fermentacéo,
as maiores concentracdes de nitrogénio amoniacal, acompanhada do baixo teor de
acido latico e maior pH para a silagem controle e aquela tratada com inoculante
comercial, podem indicar que fermenta¢des secundarias ocorreram devido a acéo de
enterobactérias e bactérias do género Clostridium, os quais sao influenciados pelo
potencial hidrogeniénico do meio. A rapida reducéo do pH pode inibir o crescimento
de micro-organismos indesejaveis, o que pode ter ocorrido para os isolados 1 e 2, que
resultaram em menores valores de amonia.

No 28° dia de fermentacéo, o teor de nitrogénio amoniacal encontrado para a
silagem controle ndo diferiu do obtido com a utilizacdo do isolado 1, com
decréscimo nos valores de acido latico para o segundo, que pode ser expl@ado pel
aparecimento de clostridios, que sdo potencias consumidores de lactato para seu
metabolismo e crescimento. Bactérias do género Clostridium como: C. sporogenes,
C. histolyticum, C. putrefaciens, C. botulinum C. tetanomorphum, sao
fermentadores de aminoacidos e, como resultado do seu processo de fermentacéo
ocorrem producdes de acetato, outros acidos graxos, amonia(dM&digan et al.,

2010). Bactérias heterofermentatstambém podem estar envolvidas com a reducéo

do acido latico, pois este pode ser metabolizado sob condi¢cdes aerdbias e anaerobias,
como ocorre com a espécie L. buchneri, que degrada acido latico a acido acético e
1,2-propanodiol (Oude-Elferink et al., 2001).
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O &cido latico é considerado o principal responsavel pela reducdo do pH
(Muck, 1996). A reducdo dos teores desse &cido do dia 14 para o Ultimo dia
fermentacdo pode sugerir uma conversdo do acido latico em acido butirico, mas essa
hipétese parece néo explicar esse comportamento, pois todas as silagens
apresentaram baixos teores de &cido butirico. Os maiores teores de acido acético nas
silagens controle e inoculada com Sil All no 7° dia de fermentagdo podem estar
ligados a menor taxa de declinio do pH, que pode ser resultado da menor eficiéncia
das bactérias lacticas em dominar o processo fermentativo, favorecendo outros
micro-organismos como aqueles produtores de &cido acético, tais como
enterobactérias e bactérias heterofermentativas.

No 14° dia de fermentacdo, os menores valores de acido acético encontrado
para as silagens tratadas com os isolados 1 e 2 podem ser atribuidos a auséncia de
contagem de enterobactérias nestas silagens. Devido a auséncia de diferencas entre
0os inoculantes em todos os periodos de fermentacdo para a contagem de
enterobactérias, a presenca de bactérias heterofermentativas seria a explicacdo mais
provavel para as maiores concentracfes de acido acético encontradas na silagem
controle e inoculadas com Sil All no referido periodo. A possivel predominéancia
destes micro-organismos na silagem controle e naquela tratada com inoculante
comercial pode estar relacionado a ineficiéncia no estabelecimento da acidez da
massa ensilada que pode ser evidenciado pela presenca de baixas concentracbes de
acido latico em relacdo aos isolados 1 e 2. Os teores de acido acético de todas as
silagens avaliadas, no ultimo dia de fermentacdo, sao inferiores a 2%, valor
estabelecido por Mahana (1994a) como adequado em silagens bem fermentadas. Os
teores de acido butirico também indicam boa fermentacdo das silagens, segundo esse
autor. Maiores concentracdes de acido acético (3 a 4% na MS) em relacdo este
estudo foram reportadas por Contreras-Govea et al. (2011), apdés 60 dias de
conservacadaalfafa na forma de silagem, com diversos inoculantes microbianos.

O acido propibnico foi influenciado pelos inoculantes apenas no 7° dia de
fermentacdo, apresentando maiores valores para a silagem controle. Este fato pode
ser devido a fermentacdes secundarias, que resultam na formac&do de outros acidos
organicos, haja vista que neste periodo a producédo de acido latico foi menor na

silagem controle.
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4.3 Composicao quimica das silagens
A composicdo da silagem também apresentou aspectos relacichados

silagens de boa qualidade e os mesmos ja mencionados para a forragem fresca, como
baixos teores de fibra dt@teor de proteina. Os teores de proteina bruta, FDN e de
matéria seca estdo proximos ao encontrado por Contreras-Govea et al. (2013) de 190
g/kg MS, 317 g/lkg MS e 336g/gk respectivamente, ao utilizar Lactobacillus
plantarum como inoculante em silagem de alfafa. Os teores de NIDA das silagens
encontraram-se abaixo do limite de 20% proposto por Van Soest e Mason (1991),
caracterizando boa preservacdo, haja vista que, o aumento do nitrogénio ligado a
fracdo em detergente acido é indesejavel no aspecto nutricional, pois se torna
indisponivel aos micro-organismos do rumen (Van Soest 1994). Ainda, altos valores
de NIDA na silagem podem indicar aguecimento da massa ensilada, o que resulta em
aumento da complexacdo de nitrogénio com a fracao fibrosa da forragem (Wolford,
1984).

4.4 Populacdes microbianas
E interessante destacar a alta populacéo inicial de BAL na forragem de alfafa

antes da ensilagem, 5,42 log UFC/g, em se tratando de uma leguminosa. Entretanto,
nenhum grupo varia tanto em nimero quanto este, indo do limite de detetgdo 10
10° na alfafa, 18 emgramineas perenes, e’10FC/g* de forragem, em milho e

sorgo (Pahlow et al., 2003). A auséncia de efeito de inoculantes sobre a populacéo de
bactérias lacticas pode estar associada a dois eventos que limitam o crescimento, o
consumo de um nutriente essencial no meio ou 0 acumulo de excre¢do do organismo
no meio inibindo o crescimento. Qualquer que seja a forma como o crescimento é
limitado, a fase exponencial termina e a populacéo atinge a fase estacionaria. Além
disso, embora durante a fase estacionaria a populacdo possa nao crescer, muitas
funcdes celulares podem prosseguir, como 0S processos biossintéticos e o
metabolismo energético (Madigan et al., 2010).

A populacdo de enterobactérias decresceu até o 14° dia e aumentou nos
periodos seguintes. Isto provavelmente se deve a um maior teor de acido latico e de
menor pH nessas duas primeiras semanas de avaliacdo. Segundo Pahlow et al.
(2003), a rapida acidificagao inicial é a chave para o controle do crescimento de
enterobactérias e clostridios, 0s quais podem crescer até que uma concentracao

inibitéria de acidos ndo dissociados e, ou, um pH suficientemente baixo, sejam
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atingidos. A populagéo de enterobactérias e sua taxa de declinio podem ser utilizadas
como bons indicadores da qualidade da silagem. Melhor do que qualquer outro
parametro, sua reducdo na silagem reflete a presenca combinada de boas condicdes
de ensilabilidade, incluindo disponibilidade de nutrientes e agua, eficiente converséo
desses nutrientes em produtos da fermentacéo e baixo pH pelas BAL (Pahlow et al.,
2003). As enterobactérias competem com as BAL por carboidratos disponiveis,
principalmente durante a fase inicial de fermentacéao. De acordo com Seale (1986), as
enterobactérias iniciam a producdo de amobnia através de varias reacbes de
deaminagéo e comprometem severamente a reducgéo do pH.

Geralmente, as enterobactérias se desenvolvem até o 7° dia de fermentacao,
quando bactérias do &cido latico dominam a fermentacdo e substituem esse grupo
microbiano (Luis e Ramirez., 1988). Entretanto, essas bactérias podem ser
encontradas na silagem até o 30° dia ap0s a ensilagem, por serem capazes de
crescerem sob condi¢cOes de anaerobiose e protegerem-se quando se encontram sob
condicbes adversas, como acontece sob valor de pH muito baixo (Pereira et al.,
2007). Embora a populacdo de mofos e leveduras ndo tenha sido afetada pelos
inoculantes e periodo de fermentacdo, as populacdes finais desses grupos
microbianos nas silagens decresceram em relacdo aquelas da forragem antes da
ensilagem. Apesar das estirpes utilizadas como inoculantes (isolados 1 e 2)
apresentarem atividade antimicrobiana, esta pode estar relacionada a producédo de
bacteriocinas que n&o afetam 0s micro-organismos gram-negativos, bolores e
leveduras, tendo sua acdo apenas contra espécies de bactérias gram-positivas e
alguns esporos, dentre eles relevantes patdgenos de veiculacdo alimentar como
Listeria monocytogenesBacillus cereus, Staphylococcus auremdClostridium

botulinum (Hernandez et al., 2005).

4.5 ldentificacéo dos isolados
Dentre as BAL identificadas por sequenciamento parcial do gene 16S rDNA

foi observada uma grande identidade com bactérias pertencentes ao género

Pediococcus. Bactérias pertencentes a este género sdo encontradas em plantas
entretanto, a sua presenca também é constatada em humanos e animais (Holzapfel et
al., 2006). Ja se verificou a presenca de Pediococcus pentosdeasidilactici,

que sdo mais comuns em silagem, em saliva humana e em fezes de animais e de

humanos. Assim, provavelmente, o maior nimero de BAL identificadas como
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Pediococcus pode esta relacionado a propria forragem e as condi¢cdes ambientais de
cultivo. Pediococcus sp. apresenta a caracteristicae driltiplicar rapidamente, e

pode tornar-se 0 maior componente da populacdo de bactérias lacticas quando
encontra-se em interacdo e associacdo com membros do género Lactpbacillus
Leuconostoce Weissela (Holzapfel et al., 2006). A diversidade microbiana da
silagem de alfafa, abordada por meio da construgédo de bibliotecas do gene 16S
rDNA, revela que grande parte da populacdo microbiana € composta por bactérias
pertencentes ao género Lactococcus, Pediocackastobacillus (McGarvey et al.,

2013).

Neste estudo, os principais isolados identificados perterazmespécies
Weissela cibaria (14), Lactobacillus plantarum @#ediococcus acidilactici (14).
Sabe-se que as condi¢cbes que prevalecem durante a fermentacédo (pH, baixa tensdo
oxigénio, etc) ndo afetam de forma significativa o crescimento de L. plantarum, pois
esta estirpe apresenta mecanismos de resisténcia a varias condicfes de estresse, entre
eles, o estresse acido, que permite protecéo a sua viab{lieladiegria, et al., 2004).

A auséncia de agrupamento observado na reconstrucao da arvore filogenética,
entre a maior parte das sequéncias dos isolados obtidos neste estudo, com aquelas ja
depositadas no banco de dados, ndo indica que estes ndo pertencam a uma mesma
espécie. Os micro-organismos sofrem constantemente mutacdes no ambiente em que
estdo presentes, e esse acumulo de mutacdes ao longo do tempo pode ser a razéo
deste distanciamento entre as sequencias das diferentes estirpes. A ocorréncia das
mutacdes espontaneas em estirpes de uma mesma espécie acaba enfraquecendo essa
relacdo filogenética. Provavelmente, os isolados obtidos neste estudoe que s

encontram em um mesmo ramo da arvore possam ser clones.

CONCLUSAO

Os isolados de bactérias lacticas avaliados atamens concentracfes de
acido latico e reduzem os tores de nitrogénio amoniacal e pH das silagens,
demonstrando potencial de uso como inoculante para silagem. Weissela, cibaria
Lactobacillus plantarum e espécies do género Pediococcus predominam em silagens
de alfafa em condi¢bes tropicais, sendo que a primeira relacionou com estirpes que
possuem atividade antifingica, aresentam potencial como inoculantes para

silagens, em estudos futuros. A relacdo filogenética dos isolados 56.20 e 14.3
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(Lactobacillus plantarumcom a sequéncia parcial do gene 16S rDNA de
Lactobacillus plantarum bacteriocinogénico também despertam interesse para
potencial uso em silagens, necessitando de maiores pesquisas acerca desta

caracteristica.
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