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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar silagens de planta inteira de soja, aditivada com niveis
crescente de 6leos essenciais, quanto a contagem de microrganismos, perdas fermentativas e
estabilidade aerdbia. Para isso, foram produzidos 25 minisilos, com silagens de soja aditivadas
com as concentracfes de 0, 1.000, 1.500 e 2.000 e 2.500 mg de Oleos essenciais (blend de
carvacrol - 75% e cinamaldeido - 25%) por kg™ de massa de forragem verde, num delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticbes de cada tratamento. Ap6s 120 dias da
ensilagem, os silos foram abertos e as silagens avaliadas quanto ao perfil microbioldgico,
calculadas as perdas de matéria organica, matéria seca, gases e efluentes, bem como calculada
a recuperacdo da matéria seca. A estabilidade aerdbia da silagem, foi avaliada através do
acompanhamento dos valores de pH e temperatura. A contagem de bactérias totais foi maior no
tratamento controle, e seguiu uma efeito linear negativo, de acordo com o nivel de inclusdo de
Oleo essencial nas silagens. Efeito linear negativo também foi verificada na contagem de
bactérias acido laticas. A contagem de bactérias aerobias aumentou com a adi¢do de dleos
essenciais a silagem. Entretanto, niveis acima de 1.500 mg kg reduziu a contagem de fungos
totais. Houve interacdo entre os tratamentos e o tempo de exposicao da silagem, onde 0s niveis
de inclusdo de oOleos essenciais mais elevados reduziram a diferenca de temperatura e
mantiveram a silagem mais estavel no decorrer do tempo. A inclusdo de 1.000 e 1.500 mg kg™
ocasionou silagens com pH maior, porém, no nivel de inclusdo de 2.500 mg kg* os valores de
pH foram os mais baixos, independentemente do tempo de exposicdo ao ar, além das perdas
por efluentes serem menores. A inclusdo de 6leos essenciais em concentracées mais elevadas é
capaz de reduzir a populacéo de fungos e bactérias totais, mantém os valores de pH mais baixos
e a temperatura mais estavel, além de reduzir perdas por efluentes, garantindo maior qualidade

da silagem.

Palavras-chave: carvacrol, cinamaldeido, efluentes, estabilidade aerébia, microrganismos.
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ABSTRACT

This work aimed to evaluate whole soybean plant silages, with increasing levels of
essential oils, in terms of microorganism count, fermentation losses and aerobic stability. For
this, 25 minisilos were produced, with soybean silages with additives at concentrations of 0,
1,000, 1,500 and 2,000 and 2,500 mg of essential oils (blend of carvacrol - 75% and
cinnamaldehyde - 25%) per kg™ of mass of green forage, in a completely randomized design,
with five replications of each treatment. After 120 days of ensiling, the silos were opened and
the silages evaluated for microbiological profile, the losses of organic matter, dry matter, gases
and effluents were calculated, as well as the dry matter recovery calculated. The aerobic
stability of the silage was evaluated by monitoring the pH and temperature values. The count
of total bacteria was higher in the control treatment, and followed a negative linear efect,
according to the level of inclusion of essential oil in the silages. Negative linear efect was also
verified in the lactic acid bacteria count. The aerobic bacteria count increased with the addition
of essential oils to silage. However, levels above 1500 mg kg™ reduced the total mold count.
There was an interaction between treatments and silage exposure time, where higher levels of
inclusion of essential oils reduced the temperature difference and kept the silage more stable
over time. The inclusion of 1,000 and 1,500 mg kg™ caused silages with higher pH, however,
at the inclusion level of 2.500 mg kg™ the pH values were the lowest, regardless of the time of
exposure to air, in addition to losses by effluents be smaller. The inclusion of essential oils at
higher concentrations is able to reduce the population of fungi and total bacteria, maintain lower
pH values and more stable temperature, in addition to reducing effluent losses, ensuring better

quality of the silage.

Key Words: carvacrol, cinnamaldehyde, effluent, microorganisms, stability.
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1. INTRODUCAO

A soja € uma leguminosa de grande importancia na alimentacdo animal, seja seu grao
ou seus produtos (6leo de soja e farelo de soja), e até a planta inteira. A utilizacdo da soja
ensilada no Brasil é uma alternativa viavel em relacdo a outras leguminosas, devido a
necessidade nutricional e hidrica das cultivares de soja brasileiras serem bem conhecidas, e as
plantas serem adaptadas as condicdes tropicais (GANDRA et al., 2020). Por apresentar alto teor
proteico e alta concentracdo de minerais, reduz a necessidade de suplementagcdo com ragéo e/ou
sal proteinado, e tem como vantagem a larga escala de produgdo e possuir porte ereto,
facilitando a mecanizacdo (RIGUEIRA et al., 2015). Assim sendo, 0 uso da planta de soja na

ensilagem apresenta caracteristicas vantajosas para o pecuarista.

Porém, apresenta algumas caracteristicas que ndo sdo desejaveis a producdo de
silagem, como alto teor de umidade quando em ponto de corte, baixo teor de carboidratos
soluveis e alto poder tamponante, que comprometem a qualidade da ensilagem (DANIEL et al.,
2019). Devido ao alto teor de umidade, silagens de soja tendem apresentar maior fermentacao
butirica, caracteristica de microorganismos indesejados, além de apresentar maior perda por
efluentes e menor aceitabilidade pelos animais (VARGAS-BELLO-PEREZ et al. 2008;
GANDRA et al., 2018; ZANINE et al., 2020).

O uso de aditivos pode melhorar essas caracteristicas indesejaveis da soja, visando
produzir uma silagem de melhor qualidade (VIEIRA et al, 2004). Os 6leos essenciais podem
ser adicionados a silagem pois apresentam comprovada atuacdo no controle de diversos
microrganismos, podendo ter potencial de melhorar ou estabilizar as silagens com baixa
capacidade fermentativa, como as de leguminosas. Para a ensilagem, os 6leos essenciais com
caracteristicas antioxidativa, antifingica, antibacterianas e antissépticas sdo 0s mais
recomendados. Dentre eles estdo o carvacrol e o cinamaldeido, oriundos do orégano e da canela,
respectivamente.

O carvacrol apresenta caracteristicas antibacteriana e antioxidante, e seu uso, sozinho
ou em combina¢do com outros compostos organicos € eficaz na estabilidade de alimentos
(KACHUR; SUNTRES, 2019). Abbaszadeh et al. (2014) demonstraram que o carvacrol
também efeito no controle de fungos em alimentos. Em pesquisa com silagem de cevada,
Chaves et al. (2012) verificaram que a inclusdo de 6leos essenciais, entre eles o carvacrol,

diminuiu o crescimento de leveduras durante exposicéo da silagem ao ar por até 7 dias.
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O cinamaldeido apresenta boas caracteristicas antiflngicas. Pesquisas consideraveis
comprovam que o 0leo essencial de canela é capaz de inibir o crescimento de fungos, incluindo
0s generos Fusarium ssp e Aspergillus ssp, também reduzindo a producéo de micotoxinas,
incluindo aflatoxina e ocratoxina (HUA et al., 2014; XING et al., 2016). Além disso, apresenta
caracteristicas conservantes e anti-séptica satisfatria, podendo ser aplicada a alimentos para
prevenir sua deterioracio (ATARES; CHIRALT, 2016; GOMEZ et al., 2018).

Soycan-Onenc et al. (2015) demonstraram que o uso de 6leos essenciais como aditivo
em silagem de leguminosa aumentou os teores de proteina bruta e matéria seca e reduziu a
quantidade de CO-, além de inibir a formacdo de mofos p6s abertura da silagem. Embasado
nessas informacdes, a hipotese do trabalho é que a adicdo de diferentes doses de blend de 6leos
essenciais na silagem de soja melhora a capacidade fermentativa, através da modulacdo na
populacdo de microrganismos, bem como, melhora a estabilidade aerobia, devido a acéo
antifungica dos 0leos essenciais. Neste sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a silagem
de soja, aditivada com doses crescentes de 0Oleos essenciais, em relacdo a populacdo de

microrganismos, estabilidade aerobia da silagem e perdas fermentativas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estacionalidade das forrageiras

A criacdo extensiva de animais ruminantes, baseada na producao a pasto, ¢ a forma
mais pratica e econdmica de producao, assim, sendo este o sistema de criacdo predominante na
pecudria brasileira (DANTAS et al., 2016; VITOR et al., 2019). Porém, o0 maior problema deste
sistema € a susceptibilidade a estacionalidade na producdo das forrageiras.

O termo estacionalidade das forragens é utilizado para distinguir a alternancia de
produtividade entre periodos chuvosos (primavera-verdo), onde as forrageiras apresentam
crescimento vigoroso, e periodos em que o crescimento € reduzido (outono-inverno)
(SANTANA et al, 2014). A ocorréncia da estacionalidade estd relacionada as oscilacdes
climaticas, que se tornam desfavoraveis ao desenvolvimento das forrageiras em determinadas
épocas do ano, principalmente precipitacdo pluviométrica, temperatura e luminosidade
(TEIXEIRA et al., 2011).
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Regides tropicais, como a maioria do territdrio brasileiro, possuem épocas de seca e
de chuvas bem definidas e com isso, a oferta de forragens ndo é constante ao longo do ano,
tornando-se um grande desafio ao produtor pecuarista. Com isso, decai a produtividade e
diminui a qualidade da forragem disponivel ao pastejo, o que ocasiona o chamado efeito “boi-
sanfona”, nos animais, onde estes ganham peso na época da chuva e parte desse peso é perdido
na seca, aumentando assim a idade de abate dos animais (CARDOSO et al., 1998).

Da producéo total de forragem durante o ano, cerca de 80% estéo concentrados nos
periodos chuvosos e com alta temperatura (aproximadamente seis meses), enquanto apenas
20% da produtividade forrageira ocorre na época da seca (ANDRADE et al., 2010; GOMES et
al., 2015). Para amenizar os efeitos da sazonalidade forrageira na nutri¢cdo dos animais, algumas
técnicas tém sido utilizadas, que sdo capazes de atender as exigéncias nutricionais dos animais,
aumentando a produtividade (MADZONGA; MOGOTSI, 2014).

A ensilagem e a fenagdo séo as estratégias mais utilizadas, que possibilitam compensar
a queda na produtividade forrageira na estacdo seca (RIGUEIRA et al., 2017). Além disso, a
utilizacdo de residuos e subprodutos da agroinddstria, consorcio entre forrageiras tropicais,
temperadas e leguminosas, suplementacdo a pasto e a utilizagdo de irrigacdo e adubos
nitrogenados também auxiliam na reducdo dos efeitos da estacionalidade forrageira (VITOR et
al., 2009; HOFFMANN et al., 2014; SILVEIRA et al., 2015; MORAIS et al., 2016).

A ndo adocdo de alguma dessas técnicas costuma resulta em prejuizos econdmicos
diretos ao produtor, em funcdo da menor produtividade animal, altas taxas de mortalidade,
baixos niveis de fecundidade e natalidade (ANDRADE-MONTEMAYOR et al., 2011) alem
disso, pode ocasionar a degradacao das pastagens na propriedade, devido a maior pressao de

pastejo imposto pelos animais durante o periodo de escassez de forragens.

2.2 Ensilagem

As principais formas de conservar forragens sdo atraves da fenacdo ou da ensilagem,
alternativamente, tem-se a producéo de silagem de pré-secado, que é um processo intermediario
a fenacdo e a silagem. O principal objetivo da adocdo da conservacdo de forrageiras é a
preservacdo dos nutrientes da planta, podendo ser armazenada por longos periodos, de modo a
suprir as exigéncias nutricionais dos animais durante a entressafra forrageira (McDONALD et
al., 1991; DANTAS; NEGRAO, 2010). Apesar de ainda pouco utilizadas, em proporcdo de
territorio brasileiro, a adocdo destas técnicas vem se destacando e ganhando adeptos entre

médios e grandes pecuaristas, pois atende a demanda crescente de volumosos.
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A ensilagem é processo mais utilizado, pois destaca-se pela simplicidade e praticidade,
podendo ser produzida em grande e pequena escala, sendo também viavel para o pequeno
produtor (FERNANDES et al., 2016; WILKINSON; RINNE, 2018). Quando confeccionada
com o teor adequado de matéria seca e realizada boa compactacéo da massa verde, pode manter
as caracteristicas desejaveis originais da planta, suplementando os animais no periodo de déficit
de crescimento das pastagens (LISOWSK et al., 2020).

Alguns critérios devem ser observados com atencdo, quando o método de ensilagem é
escolhido como forma de conservacdo, a citar: escolha da espécie forrageira e suas
caracteristicas para ensilagem; as instalagdes, equipamentos e custo; e a espécie animal a que
se destina (COLLINS; OWENS, 2003). Dentre as plantas forrageiras, o0 milho se destaca como
melhor espécie para ensilagem, seguido do sorgo, por apresentarem porcentagem adequada de
carboidratos fermentéaveis, que favorece a fermentagédo latica (SANTIN et al., 2020). No
entanto, outras espécies de forragem, sejam gramineas ou leguminosas, também podem ser
ensiladas, basta se atentar aos teores de matéria seca, carboidratos solUveis e capacidade tampéo
das forragens. Em relacéo as leguminosas, estas apresentam alto teor de umidade e baixo teor
de carboidratos soluveis, associada a um alto poder tamponante, que impede a queda de pH da

silagem, comprometendo a qualidade da ensilagem (RAMOS et al., 2020).

2.3 Caracteristicas das leguminosas

O uso de leguminosas na alimentacao animal apresenta caracteristicas vantajosas, visto
que a planta inteira apresenta alto teor de proteina bruta, além de ser amplamente cultivada em
todo o territorio brasileiro, podendo ser utilizada como fonte de proteina, reduzindo os custos
com suplementacao proteica (JAHANZAD et al., 2016; NI et al., 2017).

As leguminosas podem ser fornecidas aos animais através do pastejo direto, cortadas no
cocho, ou armazenadas e conservadas como feno ou silagem, porém, a suscetibilidade ao
pisoteio e altas perdas de matéria seca (MS) durante a producdo do feno tornam uso de
leguminosas forrageiras como alimento mais desafiador (PHELAN et al., 2015; CASTRO-
MONTOYA et al., 2020). As limitacdes de quebra e perda de folhas, comuns na fenacéao, sdo
minimizadas quando as forragens sdo conservadas como silagem, tornando esta provavelmente
a opcdo mais adequada para alimentar ruminantes com leguminosas tropicais (CASTRO-
MONTOYA; DICKHOEFER, 2017).

O processo de ensilagem de leguminosas € limitado por apresentar caracteristicas
fisioldégicas que influenciam na qualidade da silagem. A utilizacdo das leguminosas na

ensilagem foi iniciada na década de 70, mas ndo obteve grande adesdo, pois, verificou-se que
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silagens desse tipo de planta apresentavam pH final acima do desejavel e baixa concentracéo
de &cido latico (PEREIRA et al., 2012). O resultado obtido nessas pesquisas é explicado por
este tipo de planta ndo apresentar caracteristicas iniciais necessarias para uma boa fermentacao.
O teor de matéria seca inicial ideal é proximo a 35%, com carboidratos sollveis por volta de
8%, baixo poder tampé&o, tornando o pH final da silagem proximo a 4, favoravel a proliferacdo
de bactérias laticas (PAZIANI et al., 2012).

Segundo Lempp (2013), além do alto poder tamponante, as leguminosas apresentam
concentracdo de tanino elevadas, que atuam como fatores antinutricionais, sendo
correlacionados negativamente a degradacdo ruminal de matéria seca e proteinas. Em adicéo,
dependendo da concentracdo, pode ocorrer ligagdo do tanino com proteinas e carboidratos
(VAN SOEST, 1994), logo, durante o processo de ensilagem, os substratos para as bactérias se
tornam indisponiveis, reduzindo a capacidade de fermentagcdo bacteriana e reducdo de pH.
Abdulrahman et al. (2018), relataram que os valores de pH de silagem de gramineas e
leguminosas de boa qualidade nos trépicos variam entre 4,3-4,7.

Para auxiliar no processo de fermentacdo, as leguminosas podem ser ensiladas
juntamente com aditivos. Esses aditivos podem ser microbiologicos (adicdo direta de
microorganismos na silagem); aditivos nutricionais, que fornegcam o carboidrato fermentavel
como substrato aos microrganismos €; 0s aditivos quimicos, que atuam na reducéo direta do pH
ou controlam o crescimento de bactérias indesejaveis (WILKINSON; MURK, 2019).

2.4 Aditivos na silagem

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo as principais espécies responsaveis pela redugédo
do pH das silagens. O acido latico produzido é o principal responsavel pela preservacdo do
material ensilado (AVILA; CARVALHO, 2019; CARVALHO et al., 2020). Para garantir uma
boa fermentacdo latica e, consequentemente, uma melhor qualidade da silagem, o uso de
aditivos é recomendado e vem sendo amplamente utilizado. Porém, Pereira (2016) salienta que
a adicdo de qualquer produto na silagem nédo possui funcéo de resolver problemas relativos ao
manejo errdneo durante o processo, e sim melhorar a qualidade do produto final, evitando ou
diminuindo perdas.

Os aditivos sdo utilizados principalmente quando as forrageiras ndo apresentam
caracteristicas ideais para serem ensiladas (LIMA JUNIOR et al., 2014). A adicido desses
compostos melhora o processo de fermentacdo, reduzindo as perdas de matéria seca,

fermentacdo indesejada (que ndo seja latica) e a deterioracdo aerobia apos a abertura do silo, o
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que melhora a qualidade higiénica e com isso aumentam o valor nutritivo e a producdo animal
(YITBAREK; TAMIR, 2014; OLADOSU et al., 2016).

Dentro da classe dos aditivos quimicos encontram-se 0s acidos organicos,
conservantes e mais especificamente os 6leos essenciais (SCHMIDT et al., 2014). O uso de
6leos essenciais como aditivo em silagens ainda é pouco estudado, em comparagdo a outros
aditivos, como inoculantes microbianos, que sdo amplamente estudados, testando diferentes
cepas e caracteristicas de fermentacdo (KUNG JR. et al., 2000; MUCK et al., 2010; SCHMIDT
et al., 2014).

2.5 Oleos essenciais como aditivos

Oleos essenciais s&0 compostos presentes nas plantas que garantem, na natureza, a
protecdo contra agentes bacterianos, virais, fungicos, ataques de insetos e até herbivoros, ou
que atraiam insetos para auxiliar na propagacdo de polen e sementes, garantindo a perpetuacao
da espécie (LEE et al., 2003; BURT, 2004).

Os dleos essenciais sdo sintetizados por diferentes estruturas da planta e a composicao
quimica depende do clima, estacdo do ano, periodo de colheita e técnica de extragdo. Sao
compostos complexos naturais, lipossoluveis, volateis, caracterizado por forte odor e raramente
apresentam coloracdo, conhecidos pela atividade bactericida e fungicida (BURT, 2004;
BAKKALI et al., 2008). Ainda nao se tem informagdes concretas sobre 0s mecanismos de a¢do
dos 6leos essenciais, porém, acredita-se ndo haver apenas um mecanismo especifico, mas sim
diversos efeitos que sdo capazes de comprometer as acdes do organismo afetado, como
degradacdo da parede celular, alteracdo da permeabilidade da membrana, que comprometem os
componentes intracelulares (LAMBERT et al., 2001).

Alguns dleos essenciais apresentam caracteristicas vantajosas na utilizacdo como
aditivo, por apresentarem caracteristicas antioxidativas, antimicoticas, antivirdticas,
antibacterianas, antissépticas e antiinflamatorias, como o carvacrol e o cinamaldeido
(BATISTA, 2018).

O carvacrol, 6leo essencial extraido do orégano, ja teve seu efeito antifungico
comprovado na conservacao de alimentos, principalmente em leveduras do género Candida,
Pichia e Saccharomyces (PAHLOW et al., 2003). A eficacia dos 0Oleos essenciais timol,
carvacrol, eugenol e mentol como agentes alternativos no controle de fungos em alimentos foi
comprovada por Abbaszadeh et al. (2014), sendo que dentre estes quatro 6leos o que apresentou

maior eficacia foi o carvacrol.
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J& o cinamaldeido, presente na canela, apresenta efeito antimicrobiano sobre uma
variedade de bactérias e também sobre fungos (RANASINGHE et al., 2013), além disso,
também apresenta acdo mosquicida (SAMARASEKERA et al., 2005), sendo ambas
caracteristicas desejaveis na ensilagem.

Ainda pouco se sabe sobre como o uso destes aditivos pode melhorar a qualidade e o
perfil fermentativo da silagem. Embasado nessas informacdes, o objetivo do trabalho foi avaliar
o efeito da adicdo de dleos essenciais sobre a estabilidade aerdbia de silagens de soja planta

inteira.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na area experimental do Setor de Zootecnia da Faculdade
de Ciéncias Agrérias - Universidade Federal da Grande Dourados, localizada no municipio de
Dourados, MS (latitude: 22°14'16” S, longitude: 54°49'2" W e altitude de 450 m). O solo é
classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico (SANTOS et al., 2013). O clima da regido
é do tipo Cfa, Cwa e Aw (KOPPEN; GEIGER, 1928), com temperatura média de 21 °C,
atingindo valores maximos e minimos de 28°C e 16°C, respectivamente, umidade relativa (UR)
de 70% e precipitacdo média anual de 1.400 mm (SCHNEIDER; SILVA, 2014).

Foram avaliadas silagens de soja (cv. TMG 7062IPRO) aditivadas ou ndo com
diferentes concentragdes de um blend de 6leos essenciais - OEs (carvacrol 75% e cinamaldeido
25%). O grau de pureza dos 0leos essenciais utilizados foi de 99%. Os tratamentos adotados
foram incluses de 0, 1.000, 1.500 e 2.000 e 2.500 mg kg™ de massa de forragem verde (MV),
sendo que para cada uma das inclusdes foi confeccionado cinco minisilos. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, cinco tratamentos e cinco repeticdes cada.

Foi realizada andlise e correcao prévia do solo, bem como a adubacdo de modo a suprir
a demanda da soja. A soja foi semeada no més de outubro de 2019 numa érea de 1.000 m?
(40x25 m), e 0 espacamento entre linhas adotado foi de 0,4 m. Utilizou-se densidade de plantio
de 300 mil plantas por ha, semeadas com uso de uma semeadora-adubadora equipada com facdo
para deposicdo do adubo e disco duplo defasado para a distribuicdo das sementes.

A colheita da soja aconteceu através de colheita mecanica a 10 cm do solo, quando
esta atingiu o estadio fenologico R7 (inicio da maturacdo), 95 dias pos-plantio. A forragem
produzida passou por trituracdo em moinho, com tamanho de particulas entre 1,5 e 2 cm. A
adicdo do blend de 6leos essenciais foi realizada por processo de pulveriza¢do de acordo com
os tratamentos. Apds a preparacdo das forragens para ensilagem, foram realizadas trés
amostragens em cada tratamento e, as amostras foram encaminhadas ao laboratorio, para
posteriores analises de matéria seca (MS) e matéria mineral (MM), utilizadas para o célculo de
perdas fermentativas.

Para a ensilagem, foram utilizados 25 silos laboratoriais de polietileno (30 cm de
diametro x 40 cm de altura) equipado com valvula de Bunsen. Apds o material pronto (soja
devidamente aditivada) foi realizado o enchimento e compactacao da forragem. A compactacéo
do material picado foi realizada com bastdes de ferro e/ou madeira, objetivando atingir
densidade de 600 kg m® de MV. Ap6s a compactacdo da forragem, os silos foram vedados com

fita adesiva, pesados e armazenados em galpdo fechado, sem controle das variaveis ambientais.
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Apo6s 120 dias de ensilagem do material, os silos foram pesados para determinacao das
perdas por gases. Ent&o, os silos foram abertos, sendo desprezada a camada superior, € uma
amostra de cada silo foi coletada para posteriores analises. As amostras de forragens no
momento da ensilagem e das silagens ap6s a abertura foram submetidas a secagem em estufa
de circulacdo forcada de ar a 55°C por 72 h, e apds, moidas a 1 mm, em moinho de facas tipo
Willey, para determinacgdo dos teores de matéria seca (MS) e matéria organica (MO) segundo
métodos descritos por Silva e Queiroz (2002). Estes dados foram utilizados para os célculos de
perdas.

Durante a descarga do silo, amostras de 100 g foram coletadas, entre 10 a 20 cm de
altura do silo, para analise de perfil microbioldgico da silagem. Dez gramas das amostras foram
diluidos em solucéo esterilizada de cloreto de sodio (0,9%). As contagens de microrganismos
foram realizadas em triplicata através de séries de dilui¢cbes decimais em placas com agar De
Man, Rogosa, Sharpe (MRS) para bactérias &cido laticas (BRICENO; MARTINEZ, 1995), agar
nutriente para bactérias totais e aerdbias (48 h de incubacdo a 30°C), e &gar potato dextrose
(120 h de incubagéo a 26°C) para fungos e leveduras, conforme descrito por Rabie et al. (1997).
Os valores absolutos foram obtidos como unidades formadoras de colbnias e, a seguir,
transformados em log.

O restante da massa de silagem foi transferido para outros recipientes, devidamente
higienizados, que permaneceram expostos ao ar, para determinacdo da estabilidade aerdbia da
silagem. Esta foi determinada em funcdo do tempo, em horas, para que as silagens expostas ao
ar, alcancassem temperaturas igual ou superior a 2°C, em relacdo a temperatura ambiente
(KUNG JR. et al., 2001).

O conjunto silo, areia, tela e tecido foram pesados para a quantificacdo de perdas por
efluentes.

A determinacdo das perdas por gases foi calculada pela formula:

_ (PSi — PSf)

PG = MFi — MSi

x 100

Onde:

PG = perdas por gases (% da MS inicial);
PSi = peso do silo inicial (kg);

PSf = peso do silo final (kg);

MFi = massa de forragem inicial e

MSf = teor de matéria seca da forragem ensilada.
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Para determinacdo das perdas por efluentes foi utilizada a equagdo proposta por
Schmidt (2006):

Pab — Pen
(Tfe) x 1000
Onde:
E = Producdo de efluente (kg/t de massa verde);
Pab = Peso do conjunto (silotareia+tecido+tela) na abertura (kg);
Pen = Peso do conjunto (silo+areia+tecido+tela) na ensilagem (kg) e;

MVfe = Massa verde de forragem ensilada (kg).

Para estimar as perdas de matéria organica (MOp) decorrentes dos processos
fermentativos, seguiu o principio proposto por Ashbell e Weinberg (1992), com utilizagéo da
equacéo:

MOp (%) [1 (CFXMOS)] 100
=1 - (————=]x
p L7 CS X MOFF

Em que:

MOp = porcentagem de matéria organica perdida;

CF = porcentagem de cinza na forragem fresca;

CS = porcentagem de cinza na silagem;

MOFF = porcentagem de matéria organica na forragem fresca;

MOS = porcentagem de matéria organica na silagem.

Para a recuperacdo de matéria seca (RMS), utilizou-se a equacao proposta por Paziani
et al. (2006):

MFa X MSa

RkMS = (MFf x MSf

>X100

Em que:

RMS: porcentagem de recuperacdo de matéria seca (%);
MFa: massa de forragem na abertura (kg);

MSa: teor de matéria seca da forragem na abertura (%);
MFf. massa de forragem no fechamento (kg);

MST: teor de matéria seca da forragem no fechamento (%);
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A estabilidade foi avaliada durante uma semana, por meio de mensuracdo da
temperatura das silagens e do ambiente e dos valores de pH. As temperaturas foram mensuradas
duas vezes ao dia (8h00 e 17h00), com uso de termémetro digital. Os valores de pH, do extrato
aquoso das silagens, foram verificados uma vez por dia (8h00), pelo método do potencidmetro
(KUNG JR. et al., 1984).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade do residuo e homogeneidade
da variancia pelo PROC UNIVARIATE e as médias submetidas & anélise de variancia pelo
PROC MIXED do programa estatistico SAS, versdo 9.2 (SAS, 2009). Os dados referentes a
microbiologia foram submetidos a analise de regressao e todas as diferencas entre médias foram

comparadas pelo teste Tukey (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As silagens sem a adicdo de 6leos essenciais apresentaram maiores valores médios na
contagem de bactérias totais (Figura 1), com efeito linear negativo, em funcdo do nivel de
inclusdo de Oleo essencial. Esse comportamento reflete o efeito dos dleos essenciais, em
especial o cinamaldeido, em controlar a populacdo de diferentes microrganismos, incluindo as
bactérias (RANASINGHE et al., 2013).

A contagem de bactérias acido laticas (BAL) também apresentaram comportamento
similar aos das bactérias totais, com efeito linear negativo, em funcdo dos aumentos nos niveis
de bleo essencial, de modo que a menor a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)
forma observadas no tratamento com 2.500 mg kg de MV (Figura 2).

Os microrganismos envolvidos no processo da ensilagem, podem ser divididos em dois
grupos: os desejaveis e os indesejaveis. Os desejaveis sdo 0s microrganismos que produzem
compostos favoraveis para manutencdo da qualidade da forragem durante a fermentacéo, dentre
estes, as BAL sdo os principais responsaveis pela conservacdo ideal da silagem. Elas constituem
o principal grupo que atua no processo fermentativo, e é composta, principalmente, pelos
géneros Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus e Estreptococcus (PAHLOW
et al., 2003). Esse grupo de bactérias realiza a metabolizacdo de carboidratos rapidamente
fermentaveis, e o resultado metabolico é a producéo de cido latico, responsavel pela queda do

pH da silagem e conservacio do material (MACEDO et al., 2017).



22

16,000,000
14,000,000 -
12,000,000 -
10,000,000 - -
8,000,000 -
6,000,000 -
4,000,000 -
2,000,000 - O

—

O T T T l_?_| 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Niveis de dleos essenciais (mg kg de MV)

y =-5258.4x + 1E+07

18,000,000
1 R?=0.6041

UFC mL!

Figura 1. Contagem de bactérias totais em silagem de soja planta inteira, aditivada ou ndo com diferentes niveis
de incluséo de blend de 6leos essenciais.
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Figura 2. Contagem de bactérias acido laticas (BAL) em silagem de soja planta inteira, aditivada ou ndo com
diferentes niveis de incluséo de blend de dleos essenciais.

A predomindncia de BAL homofermentativas na silagem proporciona rapido
abaixamento do pH, reduzindo as perdas de matéria seca (MS) e inibindo a degradacéo protéica
(AVILA et al., 2009). Porém, silagens com melhor qualidade apresentam maiores problemas
de deterioracdo aerObia, por terem mais substratos preservados para posterior uso dos
microrganismos aerobios facultativos, ocasionando aumento na temperatura e perdas de
nutrientes das silagens (NISHINO et al., 2002).

Os microrganismos indesejaveis, portanto, competem com 0s outros microrganismos

por substrato, metabolizando os carboidratos solluveis e produzindo substancias que
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comprometem a qualidade da silagem, como &cido acético, acido butirico e alcool, além de
degradarem proteinas (McDONALD et al., 1991). Dentre os microrganismos indesejaveis, tem-
se as bactérias aerdbias.

As bactérias aerdbias sdo as principais responsaveis por perda de qualidade da silagem
durante o armazenamento e apOs a abertura do silo, pois competem diretamente pela
fermentacdo dos carboidratos solveis no inicio da fermentacdo e, principalmente, quando o
silo é aberto (MUCK, 2010). Nesse trabalho, foi possivel observar que, com a adi¢do de 6leos
essenciais, a contagem de bactérias aerobias aumentou com a adi¢éo de 6leos essenciais (Figura
3). Tal comportamento sugere uma maior seletividade dos 6leos essenciais utilizados (blend de
cinameldeido e carvacrol) na inbi¢do das BAL, favorecendo o desenvolvimento das bactérias
aerobias, dentre as quais, pode-se também haver a presenca de BAL pertencentes a grupos
aerobios e microaerdfilos (LAHTINEN, 2011). De acordo com Condon (1987), citado por
Muck (2010), muitas BAL podem crescer em condi¢cfes aerobias e, comumente, produzem
peréxido de hidrogénio como resultado de sua atividade, podendo, este composto, inibir o

crescimento de outros microrganismos, inclusive outros grupos de BAL.
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Figura 3. Contagem de bactérias aerdbicas em silagem de soja planta inteira, aditivada ou ndo com diferentes
niveis de incluséo de blend de 6leos essenciais.

A adicio do blend de 6leos essenciais, em niveis acima de 1.500 mg kg, reduziu a
contagem de fungos totais (Figura 4), o que se justifica pela forte acdo no controle de
desenvolvimento de fungos, ja reportado para o carvacrol e cinameldeido (PAHLOW et al.,
2003; RANASINGHE et al., 2013)
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Figura 4. Contagem de fungos totais em silagem de soja planta inteira, aditivada ou ndo com diferentes niveis de
inclusdo de blend de éleos essenciais.

A presenca de fungos na silagem néo ¢ desejavel, pois podem produzir micotoxinas que
comprometem a qualidade e seguranca do alimento conservado, tém efeitos adversos na saude
animal e geram perdas na producdo (O'BRIEN et al., 2008; DRIEHUIS, 2011). Gandra et al.
(2018), relataram que a adicdo de inoculante bacteriano (4g/t de MV com Lactobacillus
plantarum 4 x 1010 ufc/g + Propionibacterium acidipropionici 2,6 x 1010 ufc/g) na ensilagem
de soja, diminui a contagem de fungos e mofos, e aumentou a degradacéo in vitro da MS, em
relacdo a soja planta inteira ensilada sem aditivo.

A inclusdo de blend de 6leos essenciais ndo afetou (p<0,05) as perdas de matéria organica,
matéria seca, recuperacdo da matéria seca e a perda por gases (Tabela 1), apesar de apresentar
uma tendéncia de diminuicdo de perda de matéria seca (p= 0,05) e por gases (p=0,06), bem
como aumento na recuperacdo da matéria seca (p=0,05) nos tratamentos OE 2500 e OE 2000.
O baixo reflexo nas perdas, com a adi¢do de 6leos essenciais, pode ser resultado da colheita do
material para ensilagem no momento ideal, 0 que pode ter favorecido a reducdo das perdas
mesmo no tratamento controle, ndo sendo observada assim diferenca estatistica.

Pereira (2016) observou que a adi¢do de carvacrol a silagem de cana de agUcar reduziu
os teores de perda de matéria seca em comparacao ao controle. A autora associou essa reducéo
nas perdas com a capacidade de o 0leo essencial reduzir e manter estavel o pH da silagem,
inibindo o crescimento de leveduras. Nessa pesquisa, 0 pH mais baixo foi observado no

tratamento OE 2500, o que também pode ser correlacionado com essa tendéncia de reducao.
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Para a variavel perda por efluente, houve efeito dos tratamentos (p=0,047). A maior perda
foi observada no tratamento OE 1500, que ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos controle,
OE 1000 e OE 2000 (Tabela 1). O tratamento OE 2500 apresentou menores perdas por efluente,
porém, sem diferir dos tratamentos controle, OE 1000 e OE 2000. A producdo de efluentes
durante o processo de ensilagem é uma variavel indesejada, pois carreia nutrientes da planta,
como agucares, proteinas, acidos organicos, minerais, evidenciando perda de qualidade do
material ensilado (McDONALD et al., 1991; PEREIRA, 2016). Junior et al. (2020), utilizando
6leo essencial de capim limao em silagem de cana de acUcar, observaram reducdo nas perdas

por gases e efluentes, bem como melhoria na recuperagéo da MS.

Tabela 1. Perdas de matéria organica (MOp), matéria seca (PMS), recuperagdo da matéria seca
(RMS), perdas por gases e efluentes da silagem de soja planta inteira, aditivada ou
ndo com diferentes niveis de incluséo de 0leos essenciais

Perdas

Tratamentos MOp PMS RMS Gases Efluente

(%) (gkg™) (gkg ™) (%) (kg ton™)
Controle 57,45 37,81 962,18 1,34 1,95 AB
OE1000 70,78 36,19 963,80 1,28 2,91 AB
OEI1500 69,87 39,27 960,70 1,38 5,42 A
OE2000 65,79 31,16 968,83 1,09 3,58 AB
OE2500 62,99 27,78 972,21 0,95 1,20 B
EPM 12,641 6,235 6,235 0,247 2,076
Valor de P 0,4746 0,0507 0,0507 0,0623 0,0476

OE 1000: inclusdo de 1000 mg de blend de 6leo essencial por kg* de massa de forragem verde; OE 1500: inclusio
de 1500 mg de blend de 6leo essencial por kg de massa de forragem verde; OE 2000: inclusdo de 2000 mg de
blend de 6leo essencial por kg™ de massa de forragem verde; OE 2500: inclusdo de 2500 mg de blend de 6leo
essencial por kg* de massa de forragem verde; DP: Desvio padrdo da média; EPM: Erro padrdo da média; MOp:
Perda de matéria organica; PMS: Perda de matéria seca; RMS: Recuperacgdo da matéria seca; Na coluna, médias
seguidas por diferentes letras mailsculas indicam diferenca estatistica para o teste de Tukey (0,05).

No presente experimento, foi possivel observar a ocorréncia de interacdo entre o0s
tratamentos e o tempo de exposicdo da silagem ao ar (p<0,0001). Verificou-se que 0s
tratamentos controle (sem adicdo de OE) e OE 1000 apresentaram menor diferenca na
temperatura, em relacdo a temperatura ambiente no primeiro horério avaliado (Figura 5),
fornecendo indicios da proximidade de quebra de estabilidade aerdbia. Porém, ap6s 24 horas
de exposicdo ao ar, todas as silagens aumentaram sua temperatura, aproximando-se da
temperatura ambiente. Apos esse periodo, o comportamento de todos os tratamentos foi
semelhante. Entretanto, pode-se observar que, independentemente do periodo avaliado, os
diferenciais de temperatura nos tratamentos OE 2000 e OE 2500 mantiveram-se abaixo dos

demais tratamentos, demonstrando uma maior estabilidade aerébia (Figura 5). Independente
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das variacOes de temperatura, todas as silagens apresentaram estabilidade aerdbia durante todo
periodo de tempo avaliado (168 h), pois nenhuma ultrapassou os 2°C em relagdo a temperatura
ambiente. Ressalta-se, no entanto, que a adi¢do dos 6leos essenciais melhorou essa estabilidade,

por manter as temperaturas inferiores a silagem ndo aditivada.

Segundo Jobim et al. (2007) o conceito de estabilidade aerdbia da silagem nada mais é
que a resisténcia desta a deterioracdo ap0s a exposicdo ao ar, ou seja, a velocidade com que a
massa deteriora apds a abertura do silo. A elevacdo de temperatura ap6s a abertura do silo e
exposicdo ao ar indica o crescimento de microrganismos aerdbios, incluindo leveduras,
bactérias e fungos filamentosos, que degradam os substratos produzidos durante a fermentacdo
(acidos organicos) e geram calor, resultando em perdas de matéria seca e aumenta a
possibilidade de ocorrer reagdo de Maillard (PEREIRA, 2016). Chaves et al. (2012) observaram
que, em comparagdo ao controle, a adicdo de 120 mg kg™ de um blend de dleos essenciais
(eugenol, carvacrol e timol ou limoneno) foram eficientes em inibir o crescimento de leveduras
na silagem de cevada durante a exposicdo aerébia. Porém, em silagens de soja, planta inteira,

ndo se tem relatos do uso de 0leos essenciais para conservagao.
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Figura 5. Diferenca de temperatura (A) em relagdo ao tempo de exposicdo ao ar em silagem de soja planta inteira,
aditivada ou ndo com diferentes niveis de inclusdo de blend de 6leos essenciais.
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N&o houve interagdo (p>0,05) entre os tratamentos e tempos avaliados para a variavel pH.
No entanto, houve efeito de tratamento (p<0,0001), onde o tratamento OE 2.500 apresentou o
pH mais baixo, independentemente da idade avaliada (Figura 6). Os tratamentos OE 1000 e OE
1500 apresentaram o pH mais elevado em todas as idades avaliadas. O tempo de avaliacéo
afetou (p=0,006) a variavel pH. Apo6s 96 h de abertura do silo foi observado a média de pH
mais elevado (5,58), ndo diferindo de 48 h (5,56), 24 h (5,55), 0 h (5,52) e 72 h (5,47). O pH
mais baixo foi observado foi as 120 h (5,41) e 144 hs (5,40), que nao diferiram entre si. O
tratamento que manteve o pH com menor oscilagdo durante o periodo avaliado foi o OE 1000,
seguido do OE 1500 (Figura 6), que também foram os tratamentos com pH mais elevado
observado. Observou-se também que a adicdo dos maiores niveis de 0leos essenciais manteve
os valores médios de pH mais baixo, durante todo o periodo de tempo avaliado, o que indica
melhor estabilidade aerdbia destas silagens. Isto também corrobora com os dados observados
para a diferenca de temperatura.

Segundo Guim et al. (2002), a respiracdo dos microrganismos aerébios pode ser
considerada como um dos principais agentes que influenciam a qualidade das silagens. A
quantidade de microrganismos aerobios presentes na silagem € determinada pela presenca deles
na planta antes do corte, assim como do grau de desenvolvimento durante a fase aerobia inicial
(VILELA; VEIGA, 2003). A acéo principal destes microrganismos consiste em degradar os
acidos organicos produzidos na fermentacdo, principalmente o acido latico, que promove a
elevacdo do pH quando em exposicdo ao ar (McDONALD et al., 1991). Guim et al. (2002)
avaliando a estabilidade de silagem de capim-elefante emurchecido e tratado com inoculante
microbiano observaram estabilidade de até 48h, onde ndo ocorreu uma variacdo significativa
do pH. Os dados observados nesse trabalho também apresentaram uma variacao de pH muito
pequena entre os tratamentos, todos se mantendo entre 5 e 6, semelhantes aos observados por
Gandra et al. (2018).
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Figura 6. Alteracdo do pH em relagdo ao tempo de exposicdo ao ar em silagem de soja planta inteira, aditivada ou
ndo com diferentes niveis de inclusdo de blend de dleos essenciais.

4. CONCLUSAO

A incluséo de 6leos essenciais em concentragdes mais elevadas (2000 e 2500 mg kg™ de
massa de forragem verde) é capaz de reduzir a populacdo de fungos e bactérias totais, além de
manter, na estabilidade aerdbia, valores de pH baixos e a temperatura mais estaveis. A incluséo
de 2500 mg de blend de 6leos essenciais por kg de massa de forragem reduz perdas por
efluentes, garantindo uma maior qualidade da silagem, além de apresentar tendéncia a reduzir
perdas de matéria seca, perda por gases e aumentar a recuperacao da matéria seca. Os resultados

dessa pesquisa podem auxiliar produtores a melhorar a qualidade de silagens de leguminosas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A producéo de silagem de soja como fonte de volumoso para a entressafra ainda é pouco
estudada. Como muitas leguminosas, enfrenta entraves em sua produgdo, principalmente
relacionado ao tipo de fermentacdo e poder de tamponamento. O uso de dleos essenciais, em
concentragdes elevadas, como aditivos de silagem parece promover melhoria na estabilidade
aerdbica das mesmas e reducdo de perdas fermentativas. Porém, seu uso precisa de maior

embasamento, sendo necessario trabalhos adicionais para a comprovacao da sua eficacia.
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