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RESUMO GERAL

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de cepas epifiticas de bactérias
acido-laticas (BAL) isoladas do semidrido brasileiro na melhoria da qualidade fermentativa,
microbioldgica e bromatoldgica da silagem de sorgo biomassa BRS 716. O sorgo biomassa BRS
716 [Sorghum bicolor (L.) Moench], inicialmente desenvolvido para fins energéticos, destaca-
se como alternativa forrageira estratégica para ensilagem em regides tropicais e semiaridas,
devido a sua elevada produtividade de matéria seca, rusticidade, tolerancia ao déficit hidrico
e ampla adaptacdo edafoclimatica. Embora apresente maiores teores de fibra e lignina em
relacdo aos gendtipos de sorgos forrageiros convencionais, este hibrido pode produzir silagens
com adequado perfil fermentativo quando colhido no estadio ideal (aproximadamente 160
dias apds a emergéncia) e submetido a praticas adequadas de ensilagem. A eficiéncia do
processo fermentativo da producdo de silagem é multifatorial, dependendo de parametros
operacionais (tamanho de particula, densidade de compactacdo e vedacdo do silo) e
caracteristicas intrinsecas da planta. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 6, com cinco inoculantes microbianos
(controle, inoculante comercial e as cepas SF7, SF11 e SS18) e seis periodos de abertura (1, 3,
7, 14, 21 e 56 dias). O sorgo foi cultivado na Fazenda Experimental da UNIMONTES, em
Janauba-MG. As cepas epifiticas foram previamente isoladas e identificadas por MALDI-ToF,
sendo SF11 e SS18 classificadas como Lactiplantibacillus plantarum e SF7 como Leuconostoc
mesenteroides. Apds a ensilagem, foram avaliados parametros fermentativos, composicao
guimica, populacdes microbianas e diversidade bacteriana. As cepas selvagens promoveram
melhorias significativas no processo fermentativo da silagem. A cepa SF11 se mostrou mais
efetiva na eficiéncia de acidificacdo da massa ensilada. Assim, se conclui que as cepas
epifiticas SF7, SF11 e SS18 possuem elevado potencial como inoculantes microbianos para
silagem de sorgo em condi¢des semidridas. Assim, a utilizacdo de BAL autdctones adaptadas
as condicOes locais constitui uma estratégia promissora para otimizar a conservacdo e a

qgualidade nutricional de silagens produzidas em regides tropicais e semidridas.

Palavras-chave: Fermentagao; populagao epifitica; inoculante; Lactiplantibacillus plantarum.



GENERAL ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the potential of epiphytic lactic acid bacteria (LAB) strains
isolated from the Brazilian semi-arid region to improve the fermentative, microbiological, and
bromatological quality of BRS 716 biomass sorghum silage. BRS 716 biomass sorghum
[Sorghum bicolor (L.) Moench], initially developed for energy purposes, has emerged as a
strategic forage alternative for silage production in tropical and semi-arid regions due to its
high dry matter vyield, rusticity, drought tolerance, and broad edaphoclimatic adaptation.
Although it presents higher fiber and lignin contents compared to conventional forage
sorghum genotypes, this hybrid can produce silages with an adequate fermentative profile
when harvested at the ideal stage (approximately 160 days after emergence) and subjected
to proper ensiling practices. The efficiency of the silage fermentation process is multifactorial,
depending on operational parameters (particle size, compaction density, and silo sealing) and
intrinsic plant characteristics. The experiment was conducted in a completely randomized
design in a 5 x 6 factorial arrangement, consisting of five microbial inoculants (control,
commercial inoculant, and the SF7, SF11, and SS18 strains) and six opening periods (1, 3, 7,
14, 21, and 56 days). BRS 716 biomass sorghum was cultivated at the Experimental Farm of
UNIMONTES, located in Janauba, Minas Gerais, Brazil. The epiphytic strains were previously
isolated and identified by MALDI-ToF, with SF11 and SS18 classified as Lactiplantibacillus
plantarum and SF7 as Leuconostoc mesenteroides. After ensiling, fermentative parameters,
chemical composition, microbial populations, and bacterial diversity were evaluated. The wild
strains promoted significant improvements in the silage fermentation process. The SF11 strain
proved to be the most effective in acidifying the ensiled mass. Therefore, it can be concluded
that the epiphytic strains SF7, SF11, and SS18 have high potential as microbial inoculants for
BRS 716 biomass sorghum silage under semi-arid conditions. Thus, the use of autochthonous
LAB adapted to local conditions represents a promising strategy to optimize the preservation

and nutritional quality of silages produced in tropical and semi-arid regions.

Keywords: fermentation; epiphytic population; inoculant; Lactiplantibacillus plantarum.



1. INTRODUGAO GERAL

A producdo pecudria em regides de clima semiarido enfrenta desafios constantes devido
a estacionalidade na producdo de forragens, intensificada pelas irregularidades
pluviométricas e altas temperaturas. Nesse cenario, a conservacado de forragens na forma de
silagem é uma estratégia indispensavel para garantir o aporte nutricional dos rebanhos

durante os periodos de escassez (Kung Jr. et al., 2018; Queiroz et al., 2021).

Dentre as culturas forrageiras, o sorgo biomassa BRS 716 [Sorghum bicolor (L.) Moench]
tem ganhado destaque pela elevada producdo de matéria seca, tolerancia ao déficit hidrico e
adaptacdo edafoclimdtica, caracteristicas que favorecem seu uso para produgdo de silagem
para alimentacdo animal (Queiroz et al., 2021; Da Hora et al., 2023). Porém, apesar de sua
aptiddo agronémica, a fermentacdo da silagem de sorgo pode ser comprometida pela
composicao quimica da planta e por sua limitada populacgdo epifitica, principalmente bactérias
acido-laticas (BAL), essenciais para uma fermentacao eficiente (Muck, 2010; Agarussi et al.,

2022).

As BAL desempenham o principal papel na fermentacdo anaerdbia da silagem,
promovendo a conversao de carboidratos sollveis em acidos organicos, principalmente acido
latico, que reduz rapidamente o pH e inibe o crescimento de microrganismos indesejaveis (Kim
et al, 2021). Essas bactérias podem ser classificadas como homofermentativas e
heterofermentativas, e seu uso na ensilagem pode melhorar significativamente a fermentacao
da silagem e seus pardmetros microbioldgicos, intensificando a reducao do pH e aumentando

sua estabilidade (KungJr. et al., 2018).

Pesquisas recentes evidenciam que diferentes espécies e cepas de BAL, como
Lactiplantibacillus plantarum e Lentilactobacillus buchneri, apresentam potencial para
melhorar tanto a qualidade fermentativa quanto a estabilidade aerdbia de silagens, embora
a eficdcia dependa de fatores como a dose inoculada, as condicdes ambientais e fatores
operacionais (Torres Junior et al.,, 2025). Para a otimizacdo dessa fermentacdo deve-se
escolher cepas com alta producgdo de acido latico e adaptadas a forragem a que se vai ensilar,

resultando em silagens de maior qualidade e estabilidade.
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O uso de inoculantes microbianos tem sido amplamente adotado para mitigar perdas
fermentativas e melhorar o valor nutritivo das silagens. Contudo, a eficacia de inoculantes
comerciais, frequentemente formulados com cepas provenientes de climas temperados, é
frequentemente questionada quando aplicados em ecossistemas tropicais. A baixa
persisténcia dessas linhagens comerciais frente as altas temperaturas ambientes podem

resultar em fermentagdes secundarias indesejdveis (Agarussi et al., 2019; Alves et al., 2025).

Nesse contexto, a bioprospeccao e selecio de BAL epifiticas, adaptadas as condicdes
edafoclimdticas locais e ao substrato especifico, emerge como uma fronteira biotecnoldgica
promissora. Cepas epifiticas adaptadas possuem maior competitividade bioldgica, permitindo
uma modulagdo mais precisa da sucessdao microbiana e uma conservag¢ao superior dos
nutrientes da planta (Rigueira et al., 2013; Agarussi et al., 2025). Diante do exposto, este
estudo propde o isolamento e a caracterizagdo de BAL epifiticas do semidrido brasileiro,
avaliando seu potencial em otimizar a dinamica fermentativa e a microbiota da silagem de

sorgo biomassa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sorgo biomassa BRS 716 [Sorghum bicolor (L.) Moench] e seu uso na ensilagem

Devido a irregularidade das chuvas nas regides semidridas, torna-se necessario adotar
estratégias de armazenamento de forragens que garantam a oferta de alimento de qualidade
ao longo do ano na producdo animal (Santos; Moraes; Nussio, 2017). Nesse contexto, a
ensilagem é a alternativa mais utilizada pelos produtores rurais, consistindo na preservagao
da forragem por meio da fermentacdo anaerdbia de carboidratos sollUveis em agua realizada
por BAL (Kung Jr.et al., 2018; Queiroz et al., 2021). As principais culturas utilizadas para esse
fim sdo o milho (Zea mays L.) e o sorgo, que se destacam por apresentarem caracteristicas
favoraveis a fermentacdo, como elevado valor nutritivo, baixo poder tampao e bons
rendimentos de matéria seca (Fabris et al., 2022).

Para a obtencdo de silagens de qualidade, é fundamental que a forrageira apresente
pardametros adequados, tais como teor de matéria seca entre 280 e 350 g/kg da MS,
concentra¢do de carboidratos soltveis superior a 60 g/kg da MS, baixo poder tampdo e
resisténcia ao acamamento (Silva et al., 2015). Em condi¢Ges de baixa pluviosidade e altas
temperaturas, o sorgo se destaca por reunir caracteristicas desejaveis para a ensilagem,
incluindo elevada producao de biomassa, capacidade de rebrota, resisténcia ao acamamento,
baixo poder tampao, teores adequados de carboidratos solUveis e matéria seca, além de boa
mecaniza¢do (Menezes et al., 2021).

O sorgo pertence a familia Poaceae e ao género Sorghum Moench, sendo uma
graminea de ciclo anual, tolerante a seca e a solos acidos, com metabolismo fotossintético C4,
sensivel ao fotoperiodo (planta de dias curtos) e elevada taxa fotossintética (Magalhaes;
Dur3es; Schaffert, 2000; Almeida et al., 2015; Queiroz et al., 2021).

O sorgo biomassa, especificamente o hibrido BRS 716 foi lancado pela Embrapa Milho
e Sorgo em 2014, com o objetivo inicial de geracdo de energia por meio da queima de
biomassa, visando contribuir para a demanda energética nacional e para a producdo de etanol
de segunda geracdo. Esse hibrido apresenta elevado potencial produtivo, com produtividade
média de aproximadamente 50 t ha™' de matéria seca, além de boa sanidade, resisténcia ao
acamamento e ampla adaptacdo as diferentes regides do Brasil. Sua composicdo quimica inclui
teores de matéria seca entre 250 e 260 g/kg, proteina bruta variando de 30 a 50 g/kg da

matéria seca (MS) e fibra em detergente neutro e lignina entre
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630 e 670 g/kg e 70 a 100g/kg da MS respectivamente (Torres, 2014; Queiroz et al., 2021;
Santana et al., 2022; Da Hora et al., 2023).

O elevado potencial produtivo do sorgo biomassa tem impulsionado sua utilizacdo na
alimenta¢do animal como alternativa forrageira (Queiroz et al.,, 2021). Embora apresente
menor digestibilidade e maior concentracao de fibra a de genétipos de sorgo forrageiro, o
sorgo biomassa BRS 716 pode ser adequado para ensilagem, sobretudo em regides
semidridas, podendo substituir até 100% os gendtipos de sorgo forrageiro convencionais
(Rodrigues, 2002; Queiroz et al., 2021; Ramos et al., 2021; Souza et al., 2021Da Hora et al.,
2023). Estudos indicam que o momento ideal para a ensilagem do sorgo BRS 716 ocorre aos
160 dias apods a emergéncia das plantulas, fase em que a planta apresenta cerca de 30 a 35%

de MS, teor adequado ao processo de ensilagem (Queiroz et al., 2021; Menezes et al., 2022).

2.2. Processo de ensilagem e microbiologia da silagem

A ensilagem consiste na pratica de promover o crescimento microbiano em ambiente
anaerdbio, com o objetivo de estimular a producdo de acidos organicos, principalmente o
acido latico, promovendo a reducdo do pH e inibindo o desenvolvimento e a proliferagdao de
microrganismos indesejaveis (Kharazian et al., 2024). Diversos fatores podem influenciar o
processo fermentativo da silagem, os quais podem ser classificados como operacionais ou
relacionados a planta.

Assim, para a obtencdo de silagem de qualidade, é essencial a realizacdo de uma
compactacdo eficiente. Para isso, a forragem deve ser cortada em particulas de até 2 cm,
favorecendo a exclusdo do oxigénio da massa ensilada e possibilitando o crescimento das BAL.
A vedacdo do silo deve ocorrer no menor tempo possivel, utilizando lona com espessura igual
ou superior a 200 um, a fim de garantir a manutencdo da anaerobiose (Cardoso et al., 2011;
Silva et al., 2021; Wang, 2025).

Além dos fatores operacionais, as caracteristicas da planta exercem papel fundamental
na qualidade da silagem. Valores inferiores de MS favorecem perdas de nutrientes por
efluentes e aumentam o risco de contaminagao por microrganismos indesejaveis, resultando
em fermentagdo butirica. Por outro lado, teores elevados de MS dificultam a compactagao da
massa, comprometendo a fermentacdo. Adicionalmente, a planta deve apresentar

concentragdo de carboidratos sollveis em agua entre 60 a 80 g/kg
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da MS, que servem como substrato para o crescimento dos microrganismos anaerdébios, além
de baixo poder tampao, favorecendo a rapida redugdo do pH da massa ensilada (Silva et al.,
2015; Borreani et al., 2018; Zanine et al., 2020; Silva et al., 2025).

Todas as plantas apresentam uma populagao epifitica composta por microrganismos
naturalmente presentes em sua superficie. Essa microbiota é predominantemente formada
por microrganismos aerdbios ou anaerdbios facultativos, sendo que, frequentemente, as BAL
encontram-se em menor propor¢do em relacdo a outros grupos microbianos (Muck, 2010;
Agarussi et al., 2022). A composicao dessa populacdo epifitica varia de acordo com a espécie
e variedade vegetal, condic¢Oes climaticas e estagio de maturacdo da planta. Apds a ensilagem,
ocorre uma sucessao microbiana, na qual inicialmente predominam microrganismos aerdbios
e facultativos. Entretanto, com o estabelecimento da anaerobiose, observa-se reducao desses
grupos e aumento de BAL homo e heterofermentativas (Kharazian et al., 2024). Esses
microrganismos sao responsdveis pela fermentacdo anaerdbia no silo, sendo que os fatores
operacionais determinam quais grupos microbianos irdo predominar na massa ensilada,
influenciando diretamente a qualidade final da silagem (Pedroso; Freitas; Souza, 2000;
Macédo et al., 2017).

Os microrganismos presentes na silagem podem ser classificados em desejaveis e
indesejaveis. Entre os desejaveis, destacam-se as BAL, que podem ser homofermentativas ou
heterofermentativas. As BAL homofermentativas apresentam elevada taxa de fermentacao
anaerdbia, promovendo rapida reducdo do pH da silagem por meio da producao de acido
latico, o principal responsavel pela inibicdo do crescimento de microrganismos indesejaveis.
As principais espécies desse grupo incluem Lactococcus lactis e Lactiplantibacillus plantarum
(Kharazian et al., 2024; Lai et al., 2025).

As BAL heterofermentativas, por sua vez, produzem, além do &acido latico, acido
acético, etanol e didéxido de carbono a partir dos carboidratos sollveis em dgua. Esse grupo
possui a capacidade de converter acido latico em acido acético, 1,2-propanodiol e tracos de
etanol na auséncia de oxigénio, promovendo maior estabilidade aerdbia da silagem em razao
da acdo antifungica do acido acético, reduzindo perdas apds a abertura do silo. A principal
espécie heterofermentativa utilizada em inoculantes é Lentilactobacillus buchneri (Oude
Elferink et al., 2001; Rabelo et al., 2017; Da Silva et al., 2018; Gallo et al., 2018).

Os microrganismos indesejaveis incluem enterobactérias, leveduras, fungos

filamentosos e bactérias do género Clostridium, os quais competem com as BAL pelo
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substrato disponivel, reduzindo a qualidade nutricional da silagem e produzindo compostos
potencialmente téxicos (Macédo et al., 2017; Torres et al., 2025).

As enterobactérias sdo os primeiros microrganismos a se multiplicarem no interior do
silo; contudo, seu crescimento é rapidamente inibido pela redu¢ao do pH promovida pelas
BAL. Em silos mal compactados ou vedados, essas bactérias podem retardar a acidificacdo da
massa, favorecendo o crescimento de outros microrganismos indesejaveis e a produc¢do de
compostos prejudiciais, como amoénia, que reduz o valor nutritivo, a qualidade e a
aceitabilidade da silagem (Ridwan et al., 2023). Além disso, as enterobactérias sdo
importantes produtoras de gases no interior do silo, utilizando agucares fermentesciveis como
substrato e convertendo-os em acido acético, etanol e CO, (Jiajie et al., 2025). Algumas
espécies também produzem toxinas prejudiciais aos animais e contribuem para a deterioracao
da silagem apds a abertura do silo, reduzindo sua estabilidade aerdbia (Ostling; Lindgren,
1995; Muck, 2010; Macédo et al., 2017).

As leveduras sdo consideradas totalmente indesejaveis na silagem. Trata-se de
microrganismos anaerdbios facultativos capazes de se desenvolver em ampla faixa de pH,
utilizando carboidratos soluveis em agua e dacido latico como substratos, promovendo
fermentacao alcodlica e produzindo principalmente etanol e CO,. Esse processo resulta em
elevadas perdas de MS e energia, originando silagens de baixa qualidade e menor
aceitabilidade pelos animais, devido a presenca de alcool (Muck, 2010; Ridwan et al., 2023).
Silagens com elevada populacdo de leveduras apresentam maiores perdas e maior
deterioracdo, especialmente quando ocorre entrada de oxigénio em decorréncia de ma
vedacdo ou manejo inadequado do silo (Spoelstra, 1987; Ridwan et al., 2023).

Os fungos filamentosos constituem um dos principais grupos produtores de
substancias toxicas na silagem. Esses microrganismos degradam dacido latico e carboidratos
solUveis em agua, além de metabolizarem celulose e outros componentes da parede celular,
reduzindo o teor de MS e o valor nutritivo da silagem. Ademais, promovem aquecimento da
massa ensilada, favorecendo o crescimento de outros microrganismos indesejaveis e
reduzindo a estabilidade aerdbia (Del Palacio et al., 2016; Gonda et al., 2024).

Os géneros mais frequentemente encontrados em silagens sdao Aspergillus spp.,
Penicillium spp. e Fusarium spp., produtores de aflatoxinas, que sdo altamente prejudiciais aos
animais, podendo causar imunossupressao, distUrbios reprodutivos e danos hepaticos, além

de possibilitar a contaminagao do leite (Gonda et al., 2024). A ocorréncia de fungos é
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favorecida por baixos teores de MS, atraso no fechamento do silo e falhas na vedacdo e
compactacdo (Whitlow; Hangler, 2005; Ponts, 2015). Desta forma, um teor de MS adequado,
uma compactacao eficiente e boa vedacdo, em conjunto ao uso de inoculantes impede sua
disseminagdo e sobrevivéncia (Flhr et al., 2023; Venturini et al., 2024).

As bactérias do género Clostridium sdao microrganismos anaerdbios cuja atividade no
silo ocorre, geralmente, quando ha baixa atividade das BAL na massa ensilada. Esses
microrganismos utilizam carboidratos soluveis em agua, acido latico e aminoacidos como
substratos, resultando na producdo de acido butirico, dcido acético, amonia, acido propiénico
e CO,, elevando o pH da silagem e intensificando a degradacdo proteica e as perdas de MS. A
proliferacdo de Clostridium é favorecida em silagens com pH superior a 5, alta umidade (MS <
30%) e elevada capacidade tampao da planta (Driehuis; Ellerink, 2000; Oliveira et al., 2010;
Jiajie et al., 2025). O consumo de silagens contaminadas por Clostridium pode reduzir a
ingestdao de MS, comprometer a eficiéncia alimentar e a produgdo animal, além de apresentar

efeitos téxicos (Zhao et al., 2025).

2.3. Uso deinoculantes na ensilagem do sorgo biomassa BRS 716

O sorgo apresenta estabilidade aerébia relativamente reduzida em comparacdo a
genodtipos forrageiros, atribuida principalmente ao elevado teor de carboidratos solUveis em
agua, os quais sao fermentados predominantemente por BAL homofermentativas, resultando
na produg¢ao majoritaria de acido latico. Esse perfil fermentativo limita a formagao de acidos
acético e propidonico, compostos que apresentam maior atividade antifungica, contribuindo
para a menor estabilidade aerdbia da silagem de sorgo (Wilkinson; Davies, 2013; Leite et al.,
2025).

Durante a abertura do silo, a quebra da estabilidade aerdbia promove alteracdes na
populacdo microbiana da silagem, com proliferacdo inicial de leveduras, seguida pelo
desenvolvimento de fungos filamentosos e bactérias aerdbias. Esse processo resulta na
deterioracdo da massa ensilada, com reducdo da qualidade sanitaria e nutricional, aumento
das perdas de MS e diminuicdo da aceitabilidade pelos animais (Briining et al., 2018; Auerbach;
Nadeau, 2020).

O uso de inoculantes microbianos tem sido amplamente empregado como estratégia

para otimizar a fermentagdao anaerdbia no silo, reduzir perdas nutricionais, aumentar a
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digestibilidade da massa ensilada e melhorar a estabilidade aerdbia da silagem (Bernades;
Régo, 2014; Kharazian et al., 2024). Essa pratica consiste na adicdo de col6nias de BAL
homofermentativas ou heterofermentativas a forragem no momento da ensilagem,
promovendo fermentagdes latica e acética de forma controlada. Esse processo favorece a
rapida reducdo do pH do material ensilado, inibindo o crescimento de microrganismos
indesejdveis (Santos et al., 2020; Leite et al., 2025). No entanto, para que os beneficios do uso
de inoculantes sejam efetivamente alcancados, é indispensavel a adocao de manejo adequado
durante a ensilagem, incluindo o respeito as doses recomendadas, a colheita da forragem no
estadio ideal e a correta picagem, compactacdo e vedacdo do silo. Dessa forma, o uso de
inoculantes ndo substitui as boas praticas de manejo no processo de ensilagem (Muck et al.,
2020; Torres et al., 2025).

Atualmente, encontram-se disponiveis no mercado diferentes formulacdes de
inoculantes microbianos. Inoculantes compostos por bactérias homofermentativas, sao
amplamente utilizados com o objetivo de melhorar a eficiéncia fermentativa da silagem. Por
outro lado, inoculantes contendo bactérias heterofermentativas sdo empregados
principalmente para aumentar a estabilidade aerdbia, destacando-se as espécies
Lentilactobacillus buchneri e Propionibacterium acidipropionici. Ha ainda inoculantes que
combinam ambos os grupos bacterianos, visando simultaneamente a melhoria da
fermentacdo e da estabilidade aerdbia da silagem (Muck, 2010; Queiroz et al., 2021; Arriola
et al., 2021; Kung Jr. et al., 2021).

Entretanto, estudos indicam que a diversidade de inoculantes disponiveis
comercialmente ainda é limitada, sendo muitos deles desenvolvidos para regides de clima frio
ou temperado e para culturas amplamente difundidas, como o milho. Essa limitacdo pode
comprometer sua eficiéncia em regides semiaridas, uma vez que condi¢des ambientais
especificas influenciam a fisiologia e o metabolismo das estirpes inoculadas, afetando seu
desempenho no processo fermentativo. Esses aspectos reforcam a necessidade de selecdo e
utilizacdo de cepas adaptadas as condicdes locais e ao tipo de forragem a ser ensilada
(Agarussi et al., 2019; Leite et al., 2025).

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento no nimero de estudos envolvendo
o uso de isolados de BAL na ensilagem de gramineas. A selecdo de microrganismos eficientes
tem proporcionado efeitos positivos, como melhoria da qualidade fermentativa, manutengao

dos teores de proteina bruta e aumento do valor nutricional das silagens (Wang
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et al., 2019; Kuppusamy et al., 2019; Soundharrajan et al., 2021). Esses resultados decorrem
da elevada capacidade dessas bactérias em converter carboidratos sollveis em agua em
acidos organicos, promovendo rapida reducdo do pH e reduzindo a degradacdo da massa
ensilada.

Na inoculacdo com BAL, sdo utilizadas tanto bactérias homofermentativas quanto
heterofermentativas. As espécies heterofermentativas produzem uma combinag¢do de acido
latico e acido acético, sendo essa mistura particularmente eficiente no controle de fungos
filamentosos e leveduras. Ja as espécies homofermentativas produzem predominantemente
acido latico, apresentam maior resisténcia e tendem a dominar o processo fermentativo,
sendo essenciais para a rapida acidificagdo da massa ensilada. Para a selecao de BAL eficientes
no processo fermentativo, sdo considerados critérios como elevada producao de acido latico,
rapido crescimento, capacidade de promover rapida reducdo do pH e aumento da estabilidade
aerdbia da silagem (Agarussi et al., 2019; Carvalho et al., 2021; Soundharrajan et al., 2021).
Para utilizagdo dessas bactérias como inoculantes, recomenda-se a aplicagdo em
concentra¢des entre 10° e 10° unidades formadoras de colbénia por grama de forragem

(Weinberg et al., 2002).
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4. CAPITULO 1 - DINAMICA DO PERFIL FERMENTATIVO E COMUNIDADE MICROBIANA
DE SILAGEM DE SORGO BIOMASSA INOCULADA COM BACTERIAS ACIDO-LATICAS
EPIFITICAS

RESUMO

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] constitui uma alternativa estratégica para a producao
de silagem em regides tropicais e semiaridas, destacando-se o sorgo biomassa BRS 716 devido
a elevada producdo de matéria seca, rusticidade e tolerancia ao déficit hidrico. Entretanto,
suas caracteristicas morfoquimicas, como alto teor de fibra, maior lignificagdo e menor
concentracdo de carboidratos soluveis em agua podem comprometer a fermentacao latica e
a rapida reducdo do pH. Nesse contexto, o uso de inoculantes microbianos, especialmente
cepas de bactérias acido-laticas isoladas da prdpria cultura e as condi¢des edafoclimaticas
locais, surge como estratégia promissora para melhorar a qualidade da silagem. Objetivou-se
isolar e avaliar o potencial de bactérias acido-laticas epifiticas, provenientes da cultura do
sorgo cultivado em clima semidrido, como inoculantes sobre a composi¢cdao quimica, perfil
fermentativo e dinamica da comunidade microbiana da silagem de sorgo biomassa BRS 716.
O experimento foi conduzido em DIC, em esquema fatorial 5 x 6, com cinco inoculantes
(Controle, sem inoculante; Inoculante comercial; isolado SF7; isolado SF11; isolado SS18), seis
periodos de fermentacdo (1, 3, 7, 14, 21 e 56 dias) e trés repeti¢cdes. Os isolados foram
identificados a nivel de espécie pela técnica de MALDI-TOF. Os isolados foram identificados
como SF11 e SS18 sendo Lactiplantibacillus plantarum, e SF7 sendo Leuconostoc
mesenteroides. As silagens foram avaliadas quanto a composicdao quimica, ao perfil
fermentativo e a diversidade microbiana. As silagens inoculadas com cepas selvagens
apresentaram melhor padriao fermentativo em comparacdo ao controle e ao inoculante
comercial. A cepa SF11 destacou-se pela maior producdo de acido latico, promovendo
aumento de 92,21% em relagao a silagem controle e de 24,12% em relagao ao inoculante
comercial, além de apresentar rdpida estabilizacdo fermentativa e menor populacdo de
microrganismos indesejaveis. Conclui-se que as cepas epifiticas SF7, SF11 e SS18 sao eficientes
em melhorar a fermentacdo e a microbiota da silagem de sorgo biomassa BRS 716, sendo a
cepa SF11 a mais promissora devido a elevada produgao de acido latico, rapida acidificagdao da
massa ensilada e maior controle de microrganismos indesejaveis, demonstrando potencial

para uso como inoculante microbiano adaptado as condi¢des do semiarido.
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Palavras-chave: Sorghum bicolor; diversidade microbiana; ensilagem; inoculantes
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ABSTRACT

Sorghum [(Sorghum bicolor (L.) Moench)] is a strategic alternative for silage production in
tropical and semi-arid regions, with biomass sorghum BRS 716 standing out due to its high dry
matter vyield, rusticity, and tolerance to water deficit. However, its morphochemical
characteristics, such as high fiber content, greater lignification, and lower concentration of
water-soluble carbohydrates, may impair lactic fermentation and rapid pH reduction. In this
context, the use of microbial inoculants, especially lactic acid bacteria strains adapted to the
crop and local edaphoclimatic conditions, emerges as a promising strategy to improve silage
quality. This study aimed to isolate and evaluate the potential of epiphytic lactic acid bacteria
from semi-arid conditions as inoculants on the chemical composition, fermentative profile,
and microbial community dynamics of biomass sorghum BRS 716 silage. The experiment was
conducted in a completely randomized design in a 5 x 6 factorial arrangement, with five
inoculants (Control, without inoculant; commercial inoculant; SF7 isolate; SF11 isolate; SS18
isolate), six fermentation periods (1, 3, 7, 14, 21, and 56 days), and three replicates. The
isolates were identified by MALDI-TOF. The native isolates SF11 and SS18 were identified as
Lactiplantibacillus plantarum, while SF7 was identified as Leuconostoc mesenteroides. The
silages were evaluated for chemical composition, fermentative profile, and microbial diversity.
Silages inoculated with wild strains showed a better fermentative pattern compared to the
control and commercial inoculant. Strain SF11 stood out for its higher lactic acid production,
promoting an increase of 92.21% compared to the control silage and 24.12% compared to the
commercial inoculant, in addition to presenting rapid fermentative stabilization and lower
populations of undesirable microorganisms. It is concluded that the epiphytic strains SF7,
SF11, and SS18 are effective in improving the fermentation and microbiota of biomass
sorghum BRS 716 silage, with strain SF11 being the most promising due to its high lactic acid
production, rapid acidification of the ensiled mass, and greater control of undesirable
microorganisms, demonstrating potential for use as a microbial inoculant adapted to semi-

arid conditions.

Keywords: Sorghum bicolor; microbial diversity; ensiling; microbial inoculants.
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4.1. INTRODUCAO
O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] constitui-se em uma alternativa estratégica

para a producdo de silagem em regides tropicais e semidridas, por apresentar rusticidade,
elevada producdo de biomassa e tolerancia ao déficit hidrico. Nessas condigdes, o milho,
tradicionalmente utilizado para ensilagem, muitas vezes apresenta limitacbes de
produtividade, o que reforga a importancia do sorgo como fonte de volumoso para a
alimentacdo animal (Térres, 2014; Souza et al., 2021).

Dentre os gendtipos disponiveis, destaca-se o sorgo biomassa BRS 716, desenvolvido
pela Embrapa, com o objetivo de geracdo de energia por meio da queima de biomassa.
Entretanto, em funcdo de seu elevado potencial produtivo e rapido estabelecimento, sua
utilizacdao na alimentag¢ao animal tem se intensificado, especialmente na forma de silagem. O
uso desse gendtipo contribui para a reducao do custo de producdo por tonelada de matéria
seca por hectare e, consequentemente, para a diminui¢do do custo final das dietas (Rodrigues,
2015; Ramos et al., 2021; Da Hora et al., 2023; De Souza et al., 2025).

Entretanto, o sorgo biomassa apresenta limitacdes fermentativas importantes quando
comparado aos gendtipos plenamente forrageiros, principalmente em fungdo de suas
caracteristicas morfoquimicas e estruturais. Selecionados prioritariamente para alto
rendimento de biomassa, esses materiais possuem maior propor¢ao de colmo, elevada
lignificacdo da parede celular e reduzida concentragdo de carboidratos soluveis em agua
(CHOs) (Van Soest, 1994; Neumann et al., 2010; Silva et al.,2025). Essa composicdo reduz a
disponibilidade de substratos fermentesciveis para as bactérias dacido-laticas (BAL),
comprometendo a taxa de declinio do pH e favorecendo fermentacdes secundarias (Muck,
2010; Kung Jr. et al., 2018).

Para a ensilagem desses gendtipos em regides de clima semidrido, a utilizacdo de
inoculantes microbianos torna-se importante para a obtencgao de silagens de alta qualidade,
uma vez que as condigdes ambientais adversas frequentemente comprometem a
fermentacdo natural, especialmente em funcdo das elevadas temperaturas, da variabilidade
no teor de matéria seca e da menor concentracdo de CHOs (Bernades; do Régo, 2014; Muck
et al., 2018). Nessas condic¢des, a microbiota epifitica naturalmente presente nas plantas nem
sempre é suficiente para promover uma fermentacao latica rapida e eficiente, resultando em
atraso na queda do pH, aumento das perdas por fermentacGes secunddrias e maior risco de

deterioracdo aerdbia (Kung Jr. et al., 2018; Nazar et al., 2022).
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Pela dificuldade de controlar a populacao epifitica no momento da ensilagem, o uso de
cepas de BAL como aditivo tem sido foco de diversas pesquisas. Entretanto, tem se observado
inconsisténcia nos resultados devido a generalizacdo das estirpes recomendadas,
independente da espécie forrageira e da regido geografica (Agarussi; Ferreira; Paula, 2019;
You et al.,, 2021; Leite et al., 2025). Segundo Bolsen, Ashbell e Wilkinson (1995), inoculantes
comerciais sdo utilizados em determinadas regides com sucesso, porém podem ndo ser
eficientes em outras, indicando possivel influéncia das condicdes do local sobre o efeito do
inoculante na ensilagem. Desta forma, conhecer a biodiversidade microbiana do semiarido é
importante para que seus recursos possam ser aproveitados de maneira sustentdvel
(Zopollato; Daniel; Nussio, 2009).

Bactérias isoladas a partir da prépria espécie que se deseja ensilar tém revelado melhor
padrdo fermentativo e maior recuperacdo de matéria seca do que inoculantes confeccionados
com isolados de outras espécies de plantas (Puntillo et al., 2020). Isto demonstra a
necessidade de estudos da microbiota epifitica nas plantas comumente utilizadas para
ensilagem na regido, haja vista que, os microrganismos contidos nos inoculantes comerciais
foram isolados em outros paises, sendo a maioria deles de clima temperado (Pedroso; Freitas;
Souza, 2000; Dong et al., 2020).

Adicionalmente, o uso de cepas isoladas da prépria cultura ou da mesma regido de
cultivo apresenta vantagem adaptativa, uma vez que esses microrganismos ja se encontram
ajustados as condicdes edafoclimaticas locais e as caracteristicas fisico-quimicas do material
ensilado, potencializando sua eficiéncia fermentativa, melhorando a estabilidade aerdbia e
contribuindo para a obtencdo de silagens mais estdveis e de melhor valor nutritivo (Jobim et
al., 2007; Oliveira et al., 2017; Agarussi et al., 2022).

Diante disso, a fim de promover fermentacdao mais eficiente, maior estabilidade
aerdbia e melhor conservacao da silagem. objetiva-se com este estudo avaliar a eficiéncia da
inoculacdo de cepas de bactérias laticas epifiticas isoladas da cultura do sorgo no semiarido,
sobre a qualidade fermentativa, composicdo microbioldgica e diversidade microbiana das

respectivas silagens.

33



4.2. MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O cultivo do sorgo biomassa BRS 716 foi conduzido na safra agricola de verdao no ano
2024/2025 na Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Montes Claros -
UNIMONTES, localizada em Janauba, Minas Gerais, Brasil (15°43'53" S, 43°19'40" O) (Google
Earth, 2025). O solo do local é classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo com textura
média (Santos et al., 2018). O clima da regido é predominantemente tropical mesotérmico,
caracterizado por ser subumido e semidrido com precipitagdes irregulares com média anual
de 800 mm, temperatura média anual de 28 °C e umidade relativa de aproximadamente 65%.
De acordo com a classificacdo de Képpen, o clima predominante na regido é Aw (tropical com
estacdo seca) (Alvares et al., 2013).

O experimento foi realizado nas dependéncias dos Laboratérios de Microbiologia
Zootécnica, Forragicultura e Andlises de Alimentos da UNIMONTES, Campus de Janauba-MG,

regido Sudeste, no Norte de Minas Gerais (15°48'09" S, 43°18'32" O).

Delineamento experimental
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 6, sendo cinco inoculantes microbianos (controle, comercial, SF7, SF11 e SS518)

com trés repeticOes e seis periodos de abertura (1, 3, 7, 14, 21 e 56 dias).

Cultivo e manejo do sorgo

Antes da implantacdo do campo experimental, foi realizado coletas de solo para
formacao de uma amostra composta e envio ao Laboratdrio de Andlise de Solo. O pH, a
saturacgdo por bases (V%) e a caracterizagdo fisica na camada de 0 a 20 cm, foram: pH em H20
ou CaCl, = 5,8; V% = 69%; e a proporcdo de areia, silte e argila foram 59, 8 e 33 dag kg
respectivamente. A adubacdo de semeadura foi realizada com a férmula comercial NPK (08-
28-16) na dosagem de 300 kg hal. Entre os estddios vegetativos V6 a V8, foi realizada
adubac3o de cobertura utilizando 150 kg ha™ de ureia. A colheita ocorreu apds 150 dias da
semeadura de forma manual e logo em seguida, o sorgo foi processado em desintegrador de
forragem (Modelo, Marca e Local de Fabricacdo) com tamanho médio de particula de 1,5 cm.
Apds o processamento, o material foi transportado ao Laboratério de Forragicultura para

ensilagem.
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Preparo dos inoculantes microbianos

As cepas selvagens de BAL epifiticas (SF7, SF11 e SS18) utilizadas nesse estudo,
pertencem a colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia Zootécnica do
Departamento de Ciéncias Agrarias da UNIMONTES, e foram isoladas da silagem (SS18) e da
planta do sorgo biomassa (SF7 E SF11).

Para a identificacdo, foram selecionadas colonias com caracteristicas morfoldgicas
distintas quanto ao tamanho, cor e aspecto. Os isolados foram transferidos para microtubos
tipo eppendorf, contendo caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (K25-1215, Kasvi®, DifcoTM
Lactobacilli MRS Agar, Detroit, MI, USA) e 40% de glicerina para conservacdao sob
congelamento. Posteriormente ao descongelamento, as colonias foram ativadas em caldo
MRS e estriadas em placas com dgar MRS (K25-1043, Kasvi®, DifcoTM Lactobacilli MRS Agar,
Detroit, MI, USA) para isolamento.

Apds o crescimento das bactérias, o material foi encaminhado ao Laboratério de
Pesquisa em Qualidade do Leite - Qualileite da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
— Universidade de S3o Paulo para realizagdo das analises pela técnica de espectrometria de
massas por dessorcdo-ionizacdo a laser, assistida por matriz - tempo de voo (MALDI-ToF)
utilizando MicroflexTM Bruker Daltonics. Uma Unica col6nia bacteriana, fresca, foi retirada
por vez das placas de Petri e transferida para uma placa alvo de aco inoxidavel (alvo de aco
polido MSP 384; Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha). Antes das medi¢des, uma solucdo de
proteina padrdo (Bacterial Test Standard, BTS; Bruker) foi usada para calibracdo. Tendo um
controle positivo (Escherichia coli) e um controle negativo (acido férmico e matriz), que foram
analisados em cada placa. A andlise foi realizada usando o software FlexControl (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), operado em modo linear e equipado com um laser de
nitrogénio de 337 nm. Os espectros de massa foram coletados em uma faixa de massa de
2.000 a 20.000 m/z em modo automatico, com 3.000 disparos de laser coletados para gerar
cada espectro. O algoritmo usado comparou os espectros da amostra com um banco de dados
de referéncia online para a identificacdo de microrganismos. Pontuacdes > 2.000 foram
consideradas para identificacdo de espécies. As cepas SF11 e SS18 foram identificadas como
Lactoplantibacillus Plantarum, e a cepa SF7 foi identificada como Leuconostoc mesenteroides.

Para a ativacdo e posterior multiplicacdo, as cepas previamente estocadas a -80 °C,

foram cultivadas em caldo MRS, durante 16 horas. Em seguida, foi realizado o plagueamento
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em meio agar MRS (K25-1043, Kasvi®, DifcoTM Lactobacilli MRS Agar, Detroit, MI, USA) e
determinado o nimero de unidades formadoras de colonia (UFC). Com base na contagem, foi
realizado os cdlculos para determinar o volume de meio necessdrio para atingir a taxa de
aplicacdo de 1x10° UFC g. A cultura ativa foi submetida a centrifugacdo (1000 g x 10 minutos,
4 °C), e, imediatamente apds, o sobrenadante foi eliminado e o sedimento de células obtido
foi ressuspendido em 50 mL de dgua destilada, de acordo com Silva et al. (2020).

O inoculante comercial usado apresenta a seguinte formulagdo: Lentilatobacillus
buchneri, Propionibacterium acidipropionici, Enterococcus faecium, Lactiplantibacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactocaccus lactis, Lactobacillus curvatus, Pediococcus
acidilactici, todas na concentracdo de 1x10" UFC/g e Celulase 10° u/g. No preparo, a mesma
quantidade de agua utilizada no preparo das cepas selvagens (50 mL) foi usada para a
reidratacdo. O inoculante comercial também foi ajustado para aplicagdo na taxa de 1x10® UFC
gl de forragem, com base na matéria natural. A taxa foi ajustada pela determinagdo prévia da
populacdo de BAL presentes no inoculante, observado através da contagem de col6nias de

BAL em placas, utilizando-se o meio de cultura agar MRS.

Ensilagem do sorgo

O material triturado foi dividido em pilhas de 4 kg cada, para a aplicacdo dos
respectivos inoculantes. O inoculante foi diluido em 50 mL de dgua destilada e as pilhas foram
tratadas individualmente, sendo o inoculante aplicado com auxilio de borrifadores manuais.
O mesmo volume de dgua destilada foi aplicado na ensilagem controle.

O material inoculado foi ensilado em sacos de polietileno 35x40 cm, sendo 500 g por
saco. Foram retirados o ar com auxilio de seladora a vacuo (Propack +CPVS 400 R) e
posteriormente selados e mantidos a temperatura ambiente cobertos com lona pldstica até o
momento da abertura. Os silos foram abertos nos respectivos periodos de abertura propostos.
Apds homogeneizacdo, amostras foram coletadas para a avaliacdo de perfil fermentativo,

populagdes microbianas, composicao quimica e diversidade microbiana.
Perfil fermentativo e populagdes microbianas

As analises referentes ao perfil fermentativo e a contagem das popula¢des microbianas

foram realizadas nas respectivas silagens. Para isso, foi obtido um extrato
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aquoso, a partir de 25 g de amostra homogeneizada em 225 mL de solucdo estéril (Modelo,
Ring Solution®, Oxoid, Local de Fabrica¢do), por 1 min., em homogeneizador de amostras tipo
stomacher (Modelo, Marca, Local de Fabricacdo). O extrato aquoso obtido foi filtrado em
camada dupla de gaze estéril e, imediatamente apds, foi mensurado o pH, com o auxilio de
um potenciometro digital (Modelo, Hanna, Cidade-SP, Brasil).

Uma aliquota de 15 mL do extrato aquoso foi acondicionada em tubos contendo 1 mL
de acido sulfurico 50%, e armazenada em freezer a -20 °C, para posteriores andlises nitrogénio
amoniacal (N-NHs) pelo método INCT-CA N-007/1 descrito por Detmann et al. (2012) e acidos
organicos. Para a quantificacdo de acidos organicos, as amostras foram tratadas com
hidroxido de célcio e sulfato cuprico e analisadas de acordo com Siegfried et al. (1984), por
meio de cromatografia liquida. Utilizou-se o equipamento Waters alliance (e2695, Marca,
Local de Fabricacdo) com Detector PAD 2998 (photodiode array detector), em sistema de
separacdo, constituido de coluna de reversa C18 ODS 80A (150x4,6 mmx5 pum). As condi¢des
de analise foram: Fase médvel isocratica constituida de 100% de solucdo aquosa de fosfdrico,
pH 2,35-2,55, temperatura do forno de 50+2 °C, volume de injecdo de amostra de 20
microlitros, tempo de corrida de 20 minutos e detector com comprimento de excitacdo de
onda em 210 nm.

Uma segunda aliquota do extrato aquoso foi submetida a diluicdes seriadas, variando
de 10! a 108, para contagem da populacdo microbiana. O plagueamento foi realizado pela
técnica pour plate em placas de Petri estéreis. A populacdo de BAL foi determinada em meio
agar MRS (K25-1043, Kasvi®, DifcoTM Lactobacilli MRS Agar, Detroit, MI, USA) e as placas
foram incubadas a 37 °C, por 48 h. O cultivo de enterobactérias foi realizado em meio agar
VRBG (K25-1092, Kasvi®, Violet Red Bile Glicose Agar, Detroit, MI, USA) e incubadas a 37 °C,
por 24 h. Fungos filamentosos e leveduras foram cultivados em meio dgar DRBC (K25-1160,
Kasvi®, Dichloran Rose Bengal Agar base, OxoidTM, Hampshire, Inglaterra) a 25 °C, por 120 h
e 72 h, respectivamente. Foram consideradas passiveis de contagem, as placas contendo entre
30 e 300 UFC. Para avaliacdo e interpretacdo dos dados referentes a contagem microbiana, os

resultados obtidos foram convertidos para base logaritmica (Log10 UFC).

Analises quimicas
As anadlises quimicas foram realizadas apenas no ultimo periodo de abertura dos silos.

Amostras da planta e da silagem com 56 dias de fermentagdo foram submetidas a secagem
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em estufa com ventilacdo forcada de ar, a 55 °C, por 72 horas, e moidas em moinho de facas
tipo Wiley (Modelo, Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) com peneira de 1 mm. Posteriormente, as
amostras foram analisadas quanto aos seus teores de matéria seca (MS, método INCT-CA
G001/1), matéria mineral (MM, método INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB, método INCT-
CA N-001/1), extrato etéreo (EE, método INCT-CA G-005/), fibra em detergente acido (FDA,
método INCT-CA F-003/1), lignina (LIG, método INCT-CA F-007/1) e os carboidratos nao
fibrosos foram determinadas conforme Detmann et al. (2012). As concentra¢des de fibra em
detergente neutro (FDN) foram determinadas com a adi¢do de a— amilase termoestdvel, sem
a utilizacdo de sulfito de sédio, conforme Van Soest et al. (1991), modificado por Senger et al.
(2008) para autoclave, com as devidas corre¢des para cinzas (método INCT-CA M-002/1) e
proteina (método INCT-CA N 004/1 (Detmann et al., 2012). O NDT foi calculado de acordo com

Weiss et al. (1992). Os resultados para a planta in natura estdo na tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica sorgo biomassa BRS 716 In natura (g/kg MS)

ltem Sorgo BRS 716 In natura
MS 258,7
Cinzas 55,4
PB 80,3
EE 28,6
CNF 198,2
FDN 661,4
FDA 388,0
FDNcp 637,5
Lignina 28,5
NDT 579,0

*FDN — Fibra insolGvel em detergente neutro; FDA — Fibra insoltivel em detergente acido; FDNcp —
Fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; NDT — Nutrientes digestiveis

totais.

Extracao, purificacdo e sequenciamento de DNA
A terceira aliquota do extrato aquoso referente apenas as silagens com 56 dias de

fermentacdo foi utilizada para a extracdo do DNA para avaliacdo da diversidade microbiana.
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A extracdo do DNA seguiu um método manual, protocolo desenvolvido internamente pela
Neoprospecta Microbiome Technologies® (Florianépolis-SC, Brasil), através de solugdes
tampoes e beads magnéticas.

Para o processo de sequenciamento Nanopore Oxford as As amostras brutas foram
extraidas com ZymoBIOMICSTM DNA Miniprep kit (Zymo Research). As amostras de DNA
foram submetidas a amplificagdo do gene 16S rRNA inteiro utilizando os primers 27F e 1492R
(fragmento de ~1,6 kb) e do gene ITS, regides ITS1-ITS2, utilizando-se os primers 1737F e
2409R (fragmento de 650-950pb). Os amplicons foram analisados em gel de agarose e
guantificados. Os fragmentos resultantes foram utilizados para construcdo de bibliotecas
utilizando o kit SQK-LSK114 (Oxford Nanopore Technologies) e sequenciados em Flongles Flow
Cell (FLO-FLG114) na plataforma MinlON (Oxford Nanopore Technologies).

Para analise de microbiota 16S e ITS, apds sequenciamento, as reads resultantes foram
submetidas a basecalling usando Dorado Basecaller (v 0.5.3) versdao GPU. As reads produzidas
foram filtradas para controle de qualidade em Q10 usando NanoFilt (v 2.8.0) e
demultiplexadas pelo Dorado (v 0.5.3) versdao GPU. As reads foram mapeadas contra o banco
de dados interno da empresa de referéncia de 16S e ITS utilizando a ferramenta KMA (v
1.4.15). As analises de dados foram geradas usando Python 3.12.

Para identificagdo de microrganismos as reads filtradas foram utilizadas para
construcao de fragmentos consenso com o NGSpeciesID (v 0.3.0). A sequéncia com maior de
numero de reads consenso foi alinhada contra o banco coreNT do NCBI com a ferramenta

BlastN para identificar os 10 microrganismos mais semelhantes.

Anidlises estatisticas

Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de normalidade dos residuos de Shapiro-
wilk com auxilio do PROC GLM do SAS OnDenand for Academics (SAS System Inc., Cary, NC,
USA Os dados de contagens das popula¢cdes microbianas foram transformados para a base
logaritmica (Log10). O efeito de tempo de fermentacdo foi submetido a testes de regressao
linear e quadratica. Os dados foram analisados seguindo o delineamento inteiramente
casualizado, com arranjo fatorial 5x6, considerando-se cinco inoculantes, seis periodos de
abertura e trés repeticdes. As médias foram comparadas pelo teste Tukey, considerando-se

0,05 como nivel critico para ocorréncia do erro tipo I. O modelo matematico foi:
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Yijk = w+ Pi + 1j + (PxI)ij + eijk

Onde, Yijk = varidvel dependente; u = média geral; Pi = efeito do periodo de abertura
i; Ij = efeito de inoculante j; (Pxl)ij = interacao entre os fatores i e j; eijk = erro experimental
aleatério, assumindo uma distribuicdo normal dos residuos, com o teste de Shapiro-Wilk
(p>0,05).

Para avaliagdo dos dados de diversidade microbiana as compara¢des que
apresentaram significdncia estatistica na ANOVA, foi usado o teste Tukey para realizar as
comparacgdes pareadas usando a fungao glht {multcomp (Bretz et al., 2011)} em ambiente R
(R Core Team, 2018). Um estudo de abundancia diferencial dos taxons foi realizado, usando o
Microbiome Analyst no ambiente R, para a obteng¢do do objeto com formato adequado para
o pacote phyloseq, seguido das analises de acordo com a pipline (McMurdie & Holmes, 2013).
Com isso, ASVs que tiveram log2 (fator de correcdo) > 1,5 ou < 1,5 e P-valor < 0,05 foram
consideradas com abundancia diferencial entre as condicdes comparadas e destacadas no
volcano plot. Nas comparacdes das idades de rebrotacdo um P-valor mais restringente foi

empregado (0,001).
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4.3. RESULTADOS

Apds 56 dias de ensilagem observou-se diminuicdo no teor de carboidratos nao
fibrosos e aumento nos teores de FDN, FDA, FDNcp e lignina, assim como diminuicdo no NDT.
O teor de matéria seca médio das silagens foi de 259,0 g/ matéria natural. As silagens SF7 e
SF11 apresentaram menores teores de cinzas, proteinas e NDT, enquanto a silagem S18
apresentou menores teores de fibra e maior teor de PB (Tabela 2). O tratamento comercial
apresentou maior teor de acido acético, seguida da silagem inoculada com a cepa SF11 (Tabela
1). O isolado SF11 promoveu um aumento de 92,21% na concentragao de dacido latico,
apresentando maior média em comparagdo a silagem controle e de 24,12% em relagao ao
tratamento comercial. A maior relagdo acido acético/latico foi observada na silagem inoculada
com SS18, enquanto a menor foi para a silagem controle com. A maior presenca de acido

butirico foi na silagem SF7, seguida pela SF11, e a menor na silagem SS18.

Tabela 2. Composi¢cdo quimica e valores de acido acético, latico, butirico e relacdo acido

latico/acético das silagens de sorgo biomassa BRS 716 apds 56 dias de fermentacédo (g/kg MS)

Tratamentos EPM P-Valor
Itens

Controle Comercial SF7 SF11 SS18
MS 254,3a 265,9a 260,3a 252,1a 262,4a 0,20
Cinzas 63,9a 59,6 ab 53,8b 549b 64,2 a <0,01
PB 82,4b 78,8b 58,3 ¢ 62,6 c 95,9a <0,01
EE 28,0a 32,1a 31,7a 24,62 25,9a 0,02
CNF 123,7b 110,2b 117,2b 142,0a 110,7 b <0,01
FDN 727,5a 755,6 a 7766,9 a 740,8 ab 728,0b <0,01
FDA 446,4 bc 458,0 bc 492,1a 461,9b 429,7d <0,01
FDNcp 701,9 ab 731,1ab 7459 a 720,0 ab 703,2b 0,26 <0,01
Lignina 36,9a 30,7 a 37,1a 38,1a 30,5a 0,03
NDT 532,3 bc 523,1bc 495,8d 519,9c¢ 545,7 a <0,01
Acético 1,52 bc 2,11a 1,61 bc 1,92 ab 1,29 ¢ <0,01
Latico 17,30¢ 26,65b 27,10 ab 33,08a 26,07 b <0,01
Butirico 1,0 bc 0,91 bc 1,32 a 1,08 ab 0,80c <0,01
Latico/acético 11,46c 12,72 bc 16,92 ab 17,26 ab 20,17 a <0,01

Médias seguidas por mesma letra minuscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade do erro (p<0,05). * FDN — Fibra insolivel em detergente neutro; FDA — Fibra insoltivel em
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detergente acido; FDNcp — Fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; NDT —

Nutrientes digestiveis totais.

Observou-se efeito de interacdo tempo de fermentac3o x inoculante para o nitrogénio
amoniacal (N-NHs). Ndo houve variacdo nos teores de N-NH3 em fun¢do do tempo dentro dos
tratamentos controle, comercial e SF7 (Tabela 3). Para os tratamentos SF11 e SS18 observou-
se efeito quadratico, com valores maximos de 2,88 e 3,88% aos 24 dias e 29 dias
respectivamente.

Observou-se efeito de interacdo tempo de fermentacdo x inoculante para a variavel
pH (Tabela 3). Houve efeito quadratico em fun¢do do tempo de fermentacdo, com valores
minimos aos 20; 18; 19; 12 e 17 dias para os tratamentos controle, comercial, SF7, SF11 e SS18
respectivamente. Destaca-se o menor valor de pH para o tratamento SF11 com apenas 1 dia
de fermentacdo. Observou-se que os tratamentos com cepas selvagens foram mais efetivos
para acidificacdo da massa ensilada em relagdao aos tratamentos controle e o inoculante
comercial em todos os tempos de fermentagao.

Houve efeito de interacdo entre tempo de fermentacao e inoculante para populagao
de bactérias laticas (Tabela 4). Os valores se ajustaram a equac¢ao quadratica para todos os
tratamentos em funcdo do tempo de fermentacdo. Houve diferenca na populacdo de BAL
entre os inoculantes apds 7 dias de fermentacdo, sendo as maiores populagdes nos
tratamentos controle e SF11. Ao final dos 56 dias de fermentagao observou-se menor
populacdo de BAL no tratamento controle em relagdo aos demais. Na média, ao longo do
processo fermentativo, observou-se maior populacdo de BAL nos tratamentos com cepas SF11
e SS18 em relagdo ao tratamento controle e ao comercial. Os pontos de minimo das equacgdes
foram 49; 42; 48; 47 e 48 dias respectivamente para controle, comercial, SF7, SF11 e SS18.

Observou-se efeito de interacdo (P<0,05) tempo de fermentacdo e inoculante para
populacdo de enterobactérias (Tabela 4). Observou-se auséncia de enterobactérias a partir de
21 dias de fermentacdo para todos os tratamentos. A silagem inoculada com a cepa SF11
apresentou a menor populacdo de enterobactérias (1,53 ufc/g) com um dia de fermentacgdo e
auséncia a partir de trés dias.

Constatou-se efeito de interacdo entre tempo de fermentacdo e inoculante para

populacdo de leveduras (Tabela 4). Para os tratamentos controle e comercial ndo houve
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efeito de tempo, com média de 5,42 Log UFC/g para ambos os tratamentos. Para os
tratamentos com cepas selvagens observou-se efeito quadratico em fun¢dao do tempo, com
ponto de maximo de 38; 35 e 30 dias para as cepas SF7, SF11 e SS18, respectivamente.
Observou-se que o tratamento com a cepa SF11 apresentou menor populagdo média de
leveduras em relacdo aos demais tratamentos.

Houve efeito de interacdo tempo de fermentacdo e inoculante para populagdo de
fungos filamentosos (Tabela 4). Para os tratamentos controle e comercial ndo houve efeito de
tempo, com média de 5,87 e 5,69 Log UFC/g respectivamente. Para os tratamentos com cepas
selvagens observou-se efeito quadratico em func¢do do tempo, com ponto de maximo de 36;
41 e 27 dias para as cepas SF7, SF11 e SS18 respectivamente. Observou-se que tratamento
com a cepa SF11 apresentou menor populacdo média de fungos em relacdo aos demais

tratamentos.
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Tabela 3. Teor de nitrogénio amoniacal (N-NH3s) e valores de pH em silagens de sorgo tratadas com diferentes inoculantes microbianos, em

diferentes tempos de abertura do silo

N-NHs (g/kg N total)

Periodo de abertura (Dias) P-valor
Inoculante 1 3 7 14 21 56 Média EPM R? Equacdo de Regressao L Q | T IXT
Controle 27,74a 24,1ab 15,7b 20,5ab  32,1a 19,2ab 23,2 0,14 Y=2,32 0,5979 0,3881
Comercial 15,7ab  24,1ab 30,2a 20,5ab  334a 21,8a 24,3 0,21 Y=2,43 0,0915 0,0680
SF7 26,5a 37,4a 15,7b 16,9b 33,4a 15,4 ab 24,2 0,5124 0,02 Y=2,42 0,8276 0,9367 0,2050 <0,0001 0,0014
SF11 18,1ab 24,1ab 20,5ab 20,5ab 29,5a 6,4b 19,9 0,69 Y=1,688+0,098x-0,002x* 0,0026 0,0003
SS18 12,1b  22,9ab 20,5ab 32,6a 34,6 a 10,3 ab 22,2 0,75 Y=1,301+0,176x-0,003x> <0,0001  <0,0001
Média 2,00BC 2,65AB 2,05BC 2,21B 3,25A 1,46 C
pH
Controle 4,25 a 4,04 a 3,81a 3,70a 3,69a 3,77b 3,88a 0,82 Y=4,182-0,040x+0,001x> <0,0001 <0,0001
Comercial 4,28 a 3,97 ab 3,79a 3,76 a 3,72a 3,89a 3,90 a 0,71 Y=4,160-0,037x+0,001x> <0,0001  <0,0001
SF7 4,15b 3,90bc 3,63b 3,60b 3,59b 3,68 ¢ 3,76 b 0,0079 0,74 Y=4,042-0,038x+0,001x*> <0,0001 <0,0001 <0,000 <0,0001 <0,000
1 1
SF11 3,82¢c 3,86 cd 3,57b 3,54b 3,56b 3,61c 3,66 ¢c 0,70  Y=3,839-0,024x+0,001x> <0,0001 0,0002
SS18 4,17 b 3,82d 3,62b 3,61b 3,61b 3,67 ¢ 3,75b 0,64  Y=4,014-0,035x+0,001x* 0,0002 0,0005

Média 4,13 A 3,91B 3,68D 3,64E 3,63E 3,72C

Médias seguidas por mesma letra minuscula na coluna e letra maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro (p<0,05) para efeito
inoculante microbiano. Regressdes lineares e quadraticas foram consideradas significativas a 5% de probabilidade do erro (p<0,05) para o efeito de tempo de fermentagéo.
EPM — Erro médio padrdo; R? - coeficiente de determinagdo; L — efeito linear do efeito de fermentacio; Q — efeito quadratico dos tempos de fermentacdo; | — efeito de

inoculante microbiano; T — efeito de tempo de fermentacgao; IXT — efeito de interagdo entre inoculante e tempo de fermentagao.
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Tabela 4. Populagbes microbianas em silagem de sorgo tratadas com diferentes inoculantes microbianos em diferentes tempos de abertura.

Bactérias acido-laticas Log UFC/g de forragem

Periodo de abertura (Dias) P-valor
Inoculante 1 3 7 14 21 56 Média EPM R? Equacgdo de Regressdo L Q | T IXT
Controle 8,66 aA 895aA 8,82aA 7,76abB 5,17 bcC 3,33 7,11C 0,9112  Y=9,479-0,196x+0,002x> 0,0001 0,0361
bD
Comercial  8,72aAB  9,00aA  8,21bB 7,29 bC 494cD 5,23aD 7,23BC 0,8950 Y=9,516-0,251x+0,003x*>  <0,0001  <0,0001
SF7 8,66 aA 9,01aA 8,50abA 7,80abB 5,35bcC 5,28aC 7,43AB 0,0554 0,8919 Y=9,390-0,191x+0,002x>  <0,0001 0,0007 <0,0001 <0,0001  <0,000
1
SF11 8,81 aA 8,72aA  8,77aA 7,95aB  559abC 5,57aC 7,57A 0,8421 Y=9,423-0,189x+0,002x>  <0,0001 0,0022
SS18 8,72aAB  9,26aA 8,47abB 7,50abC 6,00aD 5,62ab 7,60A 0,9314 Y=9,458-0,192x+0,002x>  <0,0001  <0,0001
Média 8,71b 8,99 a 8,55b 7,65¢ 3,38e 5,00 d
Enterobactérias Log UFC/g de forragem
Controle 6,29 aA 4,08aB  1,87bC 0 bD 0aD 0aD 2,04A 0,8549  Y=5,693-0,452x+0,006x>  <0,0001  <0,0001
Comercial 6,01 aA 3,82aB 1,43 bcC 0bC 0aC 0aC 1,88 A 0,8459  Y=5,319-0,428x+0,006x> <0,0001  <0,0001
SF7 5,91aA 2,61aB 1,33 2,23aB 0aC 0aC 2,02A 0,1650 0,6858 Y=4,629-0,301x+0,004x> 0,0005 0,0038 <0,0001 <0,000  <0,0001
bcBC 1
SF11 1,53 bA 0 bA 0cA 0 bA 0aA 0aA 0,268 0,1175 Y=0,26 0,2162 0,2830
S518 5,94 aA 3,56aB  3,92aB 0,67 bC 0aC 0aC 2,35A 0,8930 Y=5,747-0,401x+0,005x*>  <0,0001  <0,0001
Média 5,13 a 2,81b 1,71c 0,58d od od
Leveduras Log UFC/g de forragem
Controle 4,35aC 6,32 aA 6,05 5,59 cB 564aB  4,56bC 5,42 AB 0,2946 Y=5,42 0,2229 0,0996
abAB
Comercial  4,09abC  6,25aA 5,66 bAB  5,52cC 558aD 5,40aB 5,42 AB 0,1092 Y=5,42 0,1654 0,2130
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SF7 3,64bcC  539bB 580bAB 6,34abA 595aAB 5,51aB 5,44AB 0,0601 0,5856 Y=4,379+0,152x-0,002x? 0,0004 0,0007 0,0616 <0,000  <0,0001
1
SF11 3,56bcC  4,79¢B 576bA 580bcA 578aA 5,86aA 5,26B 0,6812  Y=4,125+0,142x-0,002x? 0,0002 0,0008
S518 3,32 cE 5,05 6,50aAB 6,57aA 5,95aBC 5,68aC 551A 0,5272  Y=4,216+0,183x-0,003x? 0,0011 0,0020
bcD
Média 3,79d 5,55 bc 5,90 a 5,75 ab 3,53d 535¢
Fungos filamentosos Log UFC/g de forragem
Controle 4,35aC 6,46 aA 6,51 5,94 cB 6,17aB 5,78 5,87A 0,1875 Y=5,87 0,0827 0,0889
abAB abC
Comercial 4,22 aC 6,42aA 5,95cAB  5,70cB 592aB 592aB 5,69 AB 0,1672 Y=5,69 0,1405 0,2053
SF7 3,98 abD 5,65 6,14bcA 6,58abA 6,12aAB 5,42bC 565B 0,0679 0,5522 Y=4,710+0,145x-0,002x* 0,0006 0,0007 <0,0001 <0,000  <0,0001
bBC 1
SF11 3,64 bC 4,83cB  6,13bcA  6,12bcA 6,04 aA 5,72 541C 0,6538  Y=4,206+0,164x-0,002x* 0,0001 0,0004
abA
SS518 390abD 5,17¢cC  6,91aA 6,67 aA 6,03 aB 5,62 5,72 AB 0,4660 Y=4,595+0,164x-0,003x? 0,0025 0,0034
abBC
Média 3,99 ¢ 5,70 ab 6,27 a 5,06 b 3,63 ¢ 529b

Médias seguidas por mesma letra minuscula na coluna e letras maiusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro (p<0,05) para
efeito inoculante microbiano. Regressdes lineares e quadraticas foram consideradas significativas a 5|5 de probabilidade do erro (p<0,05) para o efeito de tempo de
fermentac3o. EPM — Erro médio padrdo; R? - coeficiente de determinacdo; L — efeito linear do efeito de fermentac3o; Q — efeito quadratico dos tempos de fermentacdo; | —

efeito de inoculante microbiano; T — efeito de tempo de fermentagdo; IXT — efeito de interagdo entre inoculante e tempo de fermentacdo.
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Segundo o indice de Shannon, a silagem inoculada com a cepa S518 promoveu a maior
diversidade microbiana. Para o indice Chao 1 observou-se maior valor para o tratamento
controle, demonstrando a grande diversidade epifitica da populagdao microbiana na cultura do
sorgo biomassa. No indice de Simpson, a maior diversidade foi para o tratamento controle e

menor para a silagem SF11(Tabela 6).

Tabela 6. indices de diversidade Shannon, Chao 1 e Simpson em silagens de sorgo inoculadas

com diferentes inoculantes microbianos

Itens Shannon Chao 1 Simpson
Controle 2.89 266 0.82
Comercial 2.50 250.7 0.79
SF7 2.17 246.7 0.81
SF11 2.45 251 0.65
SS18 3.19 216.5 0.78

indice de Shannon: Quanto maior o valor do indice de Shannon, maior é a diversidade. indice de Chao: Leva em
consideragdo as espécies que podem ter sido subestimadas ou ndo detectadas. Quanto maior o valor, mais

diversos. indice de Simpson: Varia de 0 a 1. Quanto maior seu valor, maior é a diversidade.

Na silagem controle (Imagem 1. a) é possivel observar a prevaléncia de lactobacilus
(56%), elevada populacdo de clostridium (19%) e Bacillus (6%). O tratamento comercial
(Imagem 1. b) obteve populacdo de 34% por bacillus, além de apresentar 12% de clostridium,
e 31% de lactobacillus. Ja as silagens inoculadas com as cepas SF7 e SF11 (Imagem 1. c, d)
demonstraram a maior porcentagem de lactobacillus, média de 80% e 69% desse género
respectivamente, além de menor populagdo de clostridium (3 e 6% respectivamente) e bacillus
(5% e 10%). O tratamento SS18 apresentou aproximadamente 17% de bacillus e 9% de
clostridium, competindo com a populagdo de lactobacillus dessa silagem (52%). Isso se explica
pela rapida queda do pH e producdo de acido latico pelos Lactobacillus no inicio do processo
de fermentacdo, impedindo o crescimento desses microrganismos indesejaveis (Queiroz et al.,

2018; Alhaag et al., 2019; Zao et al., 2022).
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Imagem 1. Diversidade bacteriana das silagens de sorgo apds 56 dias de fermentagao
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4.4. DISCUSSAO

O aumento nos teores de FDN, FDA, FDNcp e lignina apds a ensilagem pode estar
relacionado a reducdo no teor de CNF com o tempo de armazenamento, aumentando a
proporcdo de fibra no material, consequentemente diminuindo os teores de NDT (Diepersloot
et al., 2021). Os valores de PB em todas as silagens indicam baixa protedlise por clostridium
sp., fator esse, que diminui a qualidade da silagem (Li et al., 2020).

A variacao dos teores de N-NH3 durante os dias de fermentagao pode ser explicada
pela retirada dos gases nos sacos de silagem nos primeiros 14 dias devido a alta produc¢ado de
gases, com diminuicdo de N-NHj3 por volatilizacdo (da Silva et al., 2017). Silagens com teores
de N-NH3 menores que 10% sdo consideradas de qualidade fermentativa satisfatéria (Ribeiro
et al., 2007). O valor médio de 2,28% observado indica que o processo fermentativo ocorreu
adequadamente, havendo pouco crescimento de microrganismos proteoliticos.

O tempo necessdrio para que o pH alcance a estabilidade é indicativo de controle de
microrganismos indesejaveis e menores perdas durante o processo fermentativo. O pH no
entanto, isoladamente, ndo é considerado como critério seguro para avaliacdo das silagens,
porque seu efeito inibidor sobre as bactérias e enzimas das plantas depende da velocidade do
declinio da concentracdo idnica e do grau de umidade do meio (Vieira et al., 2004). Valores de
pH entre 3,6 e 4,2 sdo citados na literatura para classificar silagens bem fermentadas (Ribeiro
et al., 2007). Os valores de pH e de nitrogénio amoniacal precisam ser analisados juntos,
porque baixos teores de nitrogénio amoniacal combinado com baixos valores de pH indicam
uma rapida estabilizacdo da silagem. Essa combinacdo ocorreu para todos os tratamentos,
com destaque para as cepas selvagens, em especial a SF11, que apresentou estabilizacdo do
pH com apenas um dia de fermentacdo, e isso se da devido a alta producao de acido latico
(AL) pelas Lactoplantibacillus plantarum, demonstrando efetividade na conversdao de CHO’s
soltveis (Guo et al., 2018; Dong et al., 2020).

Durante as fases iniciais da ensilagem, os acucares soluveis (principalmente glicose,
frutose e sacarose) encontram-se disponiveis em maiores concentracdes, favorecendo a
rapida multiplicacdo das BAL e intensa producdo de 4cido lactico, resultando em elevacdo da
populacdo microbiana e queda acelerada do pH. Jd o maior valor de pH para a silagem
controle estd ligada ao menor teor de AL e menor concentracao de BAL na massa ensilada, o
que aponta para o menor poder fermentativo das bactérias epifiticas presentes no sorgo em

relagdo ao inoculante comercial e as cepas selvagens (Xu et al., 2024). Entretanto, a medida
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gue a fermentacdo avanca, esses carboidratos sdo consumidos e convertidos em acidos
organicos, esgotando a disponibilidade de substrato fermentescivel, diminuindo assim as
populacdes de BAL (Xu et al., 2024; Sun et al., 2025).

A silagem comercial apresentou maior teor de AA, indicando maior presenca e
fermentacdo por bactérias heterofermentativas podendo apresentar maior perda de matéria
organica na composicao dessa silagem (Sun et al., 2021). De acordo Kung Jr. et al., (2018) os
valores de acido butirico aceitos para uma fermentacdo adequada sio abaixo de 5g/kg MS, e
todas as silagens apresentaram valores abaixo disso, com a silagem SS18 sobressaindo com
apena 0,80 g/kg MS, indicando processo fermentativo eficiente.

Os valores semelhantes de pH obtidos por diferentes autores (Rosa et al., 2000;
Martins et al., 2002; Vieira et al., 2004) em silagens de sorgo, com ou sem uso de inoculante
microbiano, podem ser interpretados como consequéncia da presenca de concentracoes
adequadas de agucares fermentesciveis, de populacdes suficientes de bactérias laticas no
material vegetal e baixos valores tamponantes, condi¢gdes fundamentais para redugao do pH.

Segundo Yang et al., 2016 a populacdo de BAL deve ser maior que 10°UFC/g para
adequado preservacdo da silagem. Em todos os tratamentos esta populacdo foi atendida,
demostrando adequada fermentacdo na silagem de sorgo, porem as cepas autdctones
apresentaram maior presenca dessa bactéria. Roseira et al. (2025) avaliaram a dindmica de
BAL em silagem de sorgo ao longo de diferentes periodos de fermentacdo (7, 14, 28, 45, 90
dias) com inoculantes nativos e observou variacdo de 10’UFC/g no tratamento controle a
10°UFC/g nas silagens inoculadas.

A baixa quantidade de enterobactérias nas silagens inoculadas com cepas selvagens,
principalmente SF11, esta relacionada aos menores valores de pH, e a alta concentracdo de
AL, que afeta o crescimento dessas bactérias comprovando a maior eficiéncia de acidificacao
dessa cepa em relacdo aos outros inoculantes (Pahlow et al., 2003; Muck, 2010; Queiroz et al.,
2018). Essas bactérias sdo identificadas como grupos epifiticos anaerdbios facultativos, que
competem com as BAL’s pelos carboidratos soltveis no inicio da fermentacdo, podendo afetar
negativamente a acidificacdo e favorecer fermentacoes indesejaveis, especialmente quando
a queda de pH ainda é insuficiente para inibir seu crescimento, estudos revelam que em um

pH abaixo de 4,5 as enterobactérias ndo se desenvolvem (Bai et al., 2022; Ridwan et al., 2023).
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O aumento da populacdo de leveduras em funcdo do tempo nas silagens estd
possivelmente associado a queda do pH, que diminui a populagdo de microrganismos
sensiveis, possibilitando a proliferacdo deste grupo. A alta quantidade de leveduras podem
aumentar a deterioragdo aerdbica da massa ensilada, devido a oxidagao do acido latico, isso
resulta no aumento do pH e crescimento de fungos. Essa deterioracdo é maior em locais com
climas quentes, e pode ser amenizada com o uso de inoculantes de bactérias produtoras de
acido acético e propiénico, que auxiliam no controle desses microrganismos (Vissers et al.,
2007; Kung Jr. et al., 2018; Queiroz et al., 2018; You et al., 2021).

O aumento da populagdo de fungos filamentosos em fun¢dao do tempo pode estar
relacionado a maior permeabilidade de oxigénio do saco pldstico e da maior superficie de
contato em relagdo a silos maiores, que devido a anaerobiose e auséncia de luz limita o
crescimento deste grupo microbiano, além do aumento de leveduras que facilita o
crescimento de fungos na massa ensilada (Xia et al., 2023).

A maior diversidade microbiana pela silagem SS18 se da possivelmente por esta ser
uma cepa homofermentativa que atua no inicio do processo fermentativo, permitindo assim
uma maior diversificacdo microbiana durante todo o processo fermentativo. Isso se deve
principalmente pelo elevado potencial de acidificagdo da massa por se tratar de uma bactéria
homofermentativa.

A ndo adicdo de cepas adaptadas na silagem controle e comercial contribui para a
menor propor¢ao de Lactobacillus, que resulta em uma menor producao de acido latico e
consequentemente maior pH da massa ensilada, resultando em uma maior competi¢cao com
clostridium e Bacillus (Alhaag et al., 2019). Jd4 em silagens inoculadas com cepas adaptadas
ocorre uma rdpida queda do pH e alta producado de acido latico pelos Lactobacillus no inicio
do processo de fermentacdo, impedindo o crescimento desses microrganismos indesejaveis

(Queiroz et al., 2018; Alhaag et al., 2019; Zao et al., 2022).
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4.5. CONCLUSAO

As cepas selvagens SF7, SF11 e SS18, aplicadas como aditivo microbiano, sdo eficientes
em melhorar o padrao fermentativo e aumentar a diversidade microbiana na silagem do sorgo
biomassa BRS716. Além disso, a cepa SF11 destaca-se pela alta producdo de acido latico e
grande populagdao de BALs em comparagao ao inoculante comercial. Por isso, recomenda-se

escolhé-la dentre as 3 cepas selvagens.
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4.7. CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de inoculantes na silagem de sorgo biomassa BRS 716 melhorou a dinamica
fermentativa e alterou a composicao quimica em comparacao a silagem controle, demonstrando
a importancia do uso desses aditivos na produgao de silagens. Entretanto, as silagens tratadas
com as cepas autoctones apresentaram melhores resultados, especialmente a cepa SF11, que
promoveu rapida acidificagao da silagem, maior producdo de acido latico, menores valores de pH
e reducdo nas populacdes de enterobactérias, fungos filamentosos e leveduras ao longo da
fermentacdo, demonstrando maior eficiéncia em comparagdo aos demais tratamentos. Além
disso, as silagens inoculadas com as cepas selvagens apresentaram maior predominancia de
Lactobacillus, demonstrando maior eficacia na competitividade contra microrganismos

indesejaveis.

Jd a cepa SF7 destacou-se pela elevada producdo de BAL e pela predominancia de
Lactobacillus na microbiota da massa ensilada, além de contribuir para a reducdo do pH e para o
controle de enterobactérias ao longo da fermentac¢do, demonstrando grande potencial para uso

como inoculante adaptado as condi¢cGes semiaridas.

O tratamento SS18 destacou-se por favorecer a composi¢cdo bromatolégica da silagem, com

maiores valores de PB e maior teor de NDT, além de maior diversidade microbiana.

De modo geral, todas as silagens tratadas com inoculantes apresentaram bons parametros
fermentativos, com teores ideais de N-NH3 (menores que 100 g/kg N total), baixas concentragdes
de acido butirico e altos teores de acido latico e acético, além de valores de pH compativeis com
silagens bem conservadas. Porém, as silagens tratadas com as cepas autéctones demonstraram
superioridade em relacdo a esses fatores, quando comparadas aos tratamentos comercial e

controle.

Os resultados confirmam o potencial de utilizacdo de BAL’'s autdctones como alternativa
promissora no desenvolvimento de inoculantes adaptados as condi¢des edafoclimaticas do

semidrido, contribuindo para maior eficiéncia na conservacao de forragens.
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