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Resumo

A presenga de microrganismos deterioradores na forragem interfere no processo fermentativo da silagem, devido a
competicdo com as bactérias acido laticas por substrato, gerando perdas e influenciando o valor nutritivo do material
ensilado. Assim, objetiva-se avaliar o efeito do 6leo essencial de Alecrim pimenta (Lippia sidoides) e do timol
nanoformulado sobre perfil microbiologico, fermentativo e estabilidade aerdbia de silagem do consorcio de Sorgo (Sorghum
bicolor var. Ponta Negra) com capim Paiaguas (Urochloa brizantha cv. Paiaguas). Foi adotado esquema fatorial 4 x 3,
quatro aditivos aplicados nas silagens (tratamento controle; 6leo essencial de Alecrim pimenta nanoformulado (OEN); timol
nanoformulado 62%; e timol nanoformulado 100% de pureza), associados a trés tempos de abertura do silo (15, 30 e 45
dias), com cinco repeti¢gdes por tratamento, totalizando 60 mini silos. A populagdo de Clostridium foi maior no tratamento
controle e no OEN. A populagdo de Lactobacillus reduziu com o aumento no tempo de abertura do silo. Maiores
estabilidades aerdbica foram registradas em silagens com timol nanoformulado 100% com abertura aos 15 dias; e silagens
com Timol nanoformulado 62% (tempos de abertura aos 30 e 45 dias). Silagens com timol 100% proporcionaram maiores
perdas de matéria seca, gases e efluentes, enquanto que o uso de OEN proporcionou menores perdas de matéria seca e gases.
Silos com abertura aos 45 dias apresentaram maiores perdas de matéria seca, gases e efluentes. Silagens de Sorgo e capim
Paiaguas que recebram timol nanoformulado foram mais eficientes em controlar as populagdes de Clostridium e
Lactobacillus, bem como este aditivo melhorou a estabilidade aerobica da silagem.

Palavras-chaves: estabilidade aerdbica; microbiologia da silagem; sustentabilidade; timol

Abstract

The presence of spoilage microorganisms in forage interferes with the fermentation process of silage, due to competition
with lactic acid bacteria for substrate, generating losses and influencing the nutritional value of the ensiled material. Thus,
the objective is to evaluate the effect of “Alecrim Pimenta” essential oil (Lippia sidoides) and nanoformulated thymol on
microbiological, fermentative and aerobic stability profile of sorghum (Sorghum bicolor cv. BRS Ponta Negra) silage
intercropped with Paiaguas grass (Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguads). A 4 x 3 factorial design was adopted, with four
additives applied to the silages (control treatment; nanoformulated “Alecrim Pimenta” essential oil (OEN); 62%
nanoformulated thymol; and 100% pure nanoformulated thymol), associated with three silo period times (15, 30 and 45
days), with five replications per treatment, totaling 60 mini silos. The Clostridium population was higher in the control
treatment and in the OEN. The Lactobacillus population decreased with the increase in silo opening time. Higher aerobic
stabilities were recorded in silages with 100% nanoformulated thymol with opening at 15 days; and silages with 62%
nanoformulated Thymol (opening period at 30 and 45 days). Silages with 100% thymol provided higher losses of dry matter,
gases and effluents, while the use of OEN provided lower losses of dry matter and gases. Silos opened at 45 days showed
higher losses of dry matter, gases and effluents. Sorghum and Paiaguds grass silages that received nanoformulated thymol
were more efficient in controlling Clostridium and Lactobacillus populations, and this additive improved the aerobic
stability of the silage.

Keywords: acrobic stability; silage microbiology; sustainability; thymol

1. Introducao

O oleo essencial extraido do Alecrim pimenta
(Lippia sidoides Cham.) possui propriedades fungicidas,
bactericidas, moluscicidas e larvicidas @2, devido
principalmente a maior presenga do timol, teor
aproximado de 62%, o qual ¢ o seu principal
constituinte®. Essas especificidades permitem que os
Oleos essenciais possam ser aplicados nas forragens

conservadas como um aditivo quimico ¥, com possivel
acdo antifingica e bactericida ®, por melhorar o processo
fermentativo das silagens, especialmente, por seus
constituintes quimicos serem nao persistentes e de baixa
toxicidade ©.

Entretanto, apesar do potencial farmacoldgico dos
oleos essenciais de um modo geral as pesquisas sobre seu
uso como aditivo para conservagao de forragens ensiladas
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ainda sdo incipientes. Soycan-Oneng et al. ? inferem que
em silagem de ervilha forrageira com 400 mg de 6leo
essencial de canela resultou em inibi¢ao na formagdo de
fungos durante o periodo de exposi¢@o ao ar nas silagens
tratadas. Porém, quando o 6leo essencial foi associado ao
timol houve aumento dos teores de proteina bruta e
matéria seca, diminui¢do da quantidade de CO2, além da
inibicdo de mofo apds a abertura. Besharati et al. ®
verificaram efeitos da utilizagdo de o6leo essencial
aplicados como aditivo na silagem de alfafa sobre a
estabilidade aerdbia e no processo fermentativo, além
disso, este aditivo permitiu a redugdo do pH da biomassa.

Neste contexto, para potencializar a bioatividade
antimicrobiana e antifungica deste 6leo essencial a
nanoformulagdo ¢ uma alternativa dentro da
biotecnologia, com a finalidade de construir novos
materiais em escala de nandémetros ©. Assim, ¢ possivel
melhorar as caracteristicas dos ingredientes ativos, a
solubilidade em agua, a forma de armazenamento ¢ a
estabilidade térmica, com possibilidade de liberagdo
controlada de compostos importantes, como timol em
concentragdes reduzidas 1%V,

Diante das informacdes relatadas, a hipdtese
adotada na presente pesquisa foi se o 6leo essencial
nanoformulado de Alecrim pimenta pode melhorar o
processo fermentativo quando aplicado em silagens de
Sorgo com capim Paiaguas; e verificar se a biotividade
deste 6leo advém apenas do Timol nanoformulado.
Portanto, objetivou-se avaliar os efeitos da utilizagdo do
6leo essencial nanoformulado de Alecrim pimenta
(Lippia sidoides), do Timol 62 e 100% nanoformulados
sobre o perfil microbiolégico e fermentativo da silagem
de Sorgo com capim Paiaguas.

2. Material e métodos

O estudo foi realizado no municipio de Sao
Cristovao/SE, Brasil, latitude 10°55°27"" Sul, longitude
37°11°57"" Oeste e altitude de 5 m, no periodo de maio de
2018 a maio de 2019. O clima da regido, segundo a
classificacdo de Koppen, é do tipo Awa, tropical. A
precipitagdo média anual de Sdo Cristovao ¢ de 1.200
mm, com temperatura média de 25,5 °C e umidade
relativa do ar média de 75%.

O experimento foi conduzido em delineamento de
blocos inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x
3 constituido por quatro tipos de aditivos
antimicrobioanos adicionados na massa ensilada de Sorgo
com capim Paiaguas (controle com agua; o 6leo essencial
nanoformulado de Alecrim pimenta (Lippia sidoides);
Timol nanoformulado a 62%; Timol nanoformulado a
100% de pureza); associados a trés tempos de abertura
dos silos (15, 30 e 45 dias ap6és o fechamento do silo),
cada tratamento continha cinco repetigdes, totalizando 60
unidades experimentais (mini silo de PVC).
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O dleo essencial de Alecrim pimenta utilizado no
presente estudo foi adquirido na Produtos Naturais Ltda
(Pronat Ltda, Ceara, BR). A composi¢do quimica foi
determinada em cromatografo gasoso GC-MS/FID
(QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao)
equipado com um amostrador automatico AOC-20i
(Shimadzu).

O o6leo essencial apresentou, 62,05 (Timol); 13,65
(p-cimeno); 6,74 ((E)-cariofileno); 3,51 (Mirceno); 2,15
(y-terpineno); 1,25 (a-terpineno); 1,14 (timol metil éter);
0,71 (terpinen-4-ol); 0,50 (a-thujeno); 0,32 (a-terpineol);
0,64 (o-pineno); 0,70 (6xido de cariofileno); 0,63
(Carvacrol); 0,30 (Linalol); 0,21 (3-thujen-2-ona
isomero); 0,12  (6,7-epoximirceno); 0,14 ((E)-B-
ocimeno); 0,12 ((Z)-B-ocimeno); 0,15 (isoterpinoleno);
0,22 (BHA); 0,44 (viridifloreno); 0,14 (B-bisaboleno);
0,19 (d-cadineno); 0,14 (oct-l1-en-3-ol); 0,31 (o-
copaeno); 0,55 (aromadendreno); 0,34 (o-humuleno);
0,78 (limoneno); 0,61 (1,8-cineol); 0,21 (&-3-careno);
0,14 (y-elemeno); 0,11 (p-cimeneno); e <0,1% [acetato de
isopentila, acetato de 2-metilbutila, Canfeno, B-pineno, o-
felandreno, cis-sabineno hidrato, 3-thujen-2-ona, acetato
de butila e miltail-4(12)-eno].

O processo biotecnologico de nanoformulacao do
oleo essencial de Alecrim pimenta (Lippia sidoides) e do
timol foi realizado no Laboratorio de Desenvolvimento
Farmacotécnico (Departamento de Farmacia,
Universidade Federal de Sergipe). Foi preparada uma
mistura tensoativo e cotensoativo, na propor¢do 1:1 de
Tween 80 e Propilenoglicol sob agitagdo magnética por
10 minutos. Em seguida, o ingrediente ativo (6leo
essencial de Alecrim pimenta - fase oleosa) de densidade
0,983 g/mL foi adicionado lentamente. A mistura do
tensoativo-cotensoativo, agua e O6leo (propor¢do de
9,0:0,5:0,5 respectivamente) foi homogeneizada por
agitacdo magnética a temperatura ambiente (12). O
sistema foi mantido em agitacdo até sua completa
homogeneizagdo. As solugdes foram armazenadas em
frascos ambar, em sala com temperatura ambiente de
26°C (variag@o de 3°C), umidade de 50% (variagdo de
10%) e auséncia de luminosidade.

As plantas forrageiras utilizadas para producao das
silagens foram Sorgo (Sorghum bicolor var. Ponta Negra)
e o capim Paiaguas (Urochloa brizantha cv. Paiaguas),
cultivados consorciados em sistema de integracdo
lavoura-pecuaria.

Sobre as caracteristicas de implantagdo, o Sorgo
foi implantado com espagamento de 0,55m entre linhas,
com 11 plantas/m linear. A semeadura do capim Paiaguds
foi realizada na linha de plantio do Sorgo, de maneira
associada a adubagdo de estabelecimento e, com
densidade de 7 kg/ha de sementes puras viaveis.

As forrageiras foram colhidas em média com 100
dias de idade, e a colheita foi realizada de forma
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manualmente com auxilio de rocadeira costal. Apds o
corte o material foi picado mecanicamente em particulas
de 3 cm, utilizando um desintegrador estacionario. Este
material foi homogeneizado e subdividido em quatro
porgdes de 90 kg por tipo de tratamento mais controle,
para aplicacdo do aditivo correspondente.

A proporgao de utilizagdo de cada forrageira para
composicao das silagens foi, 92,0% de plantas de Sorgo e
8,0% de plantas de capim Paiaguas . O Sorgo
apresentava, em média, 2,66% de laminas foliares verdes,
69,71% de colmos, 6,04% de laminas foliares mortas e
21,59% de pendao. Ja o capim Paiaguas apresentava, em
média, 28,66% de laminas foliares, 62,78% de colmos e
8,56% de forragem morta.

A concentragdo utilizada de cada aditivo na massa
ensilada foi de 400 mg/kg. A aplicagdo dos aditivos na
forragem foi realizada por pulverizagdo, com dilui¢do dos
aditivos em 300 mL de 4gua destilada, sendo que o
tratamento controle possuia apenas os 300 mL de agua
destilada.

Posteriormente a forragem verde foi colocada em
mini silos experimentais de “PVC” medindo 150 mm de
didmetro e 500 mm de comprimento, cada mini silo tem
capacidade para 6 kg. O material ensilado foi compactado
com péndulo de ferro e os silos fechados com tampa de
PVC dotados de valvulas tipo “Bunsen”, lacrados com fita
adesiva 9. Os mini silos foram armazenados até o
periodo de abertura (15, 30 e 45 dias apds o fechamento
do silo).

A composi¢do quimica da biomassa ensilada foi
determinada pela metodologia proposta por AOAC ),
sendo que a silagem consorciada apresentou 29,1% de
matéria seca, 9,7% de proteina bruta, 65,4% de fibra em
detergente neutro, 38,5% de fibra em detergente acido,
6,7% de lignina, 3,8% de extrato etéreo e 7,9% de cinzas.

Apos a abertura dos silos em seus respectivos
periodos (15, 30 e 45 dias apds o fechamento do silo)
cerca de 2 kg do contetido foi retirado e homogeneizado;
sendo retirada 500 g de biomassa, a qual foi congelada
para posterior analise do pH e da microbiologia. O
restante foi acondicionado em caixas de isopor sem
tampa, mantidas em temperatura ambiente (25°C) em
uma sala fechada para a avaliagdo da estabilidade aerdbia.
A temperatura ambiental da sala foi constante, e obtida
através de um sistema de ar-condicionado programado
para 25°C, sendo controlada através de termometro de
temperatura maxima e minima acoplada na parede da
sala.

Para observagdo da temperatura da biomassa
foram acoplados no centro da massa em cada caixa de
isopor um termdmetro digital com haste de inox (modelo
AKO05, AKSO Produtos Eletronicos, Rio Grande do Sul,
Brasil).

A estabilidade aerdbia foi realizada com base na
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diferenca entre a temperatura da silagem e a temperatura
do ambiente, na qual foi analisado o tempo (horas)
necessarias para a temperatura do silo se igualar do
ambiente, e se elevar em 2° C acima desta temperatura, de
acordo com a metodologia sugerida por Cantoia Junior et
al. (6). Ap6s 24 horas de exposicdo aerobia foram
realizadas as andlises de pH, posteriormente em
intervalos de 12 h até as 240 horas (14). O pH da
biomassa ao longo dos dias de exposicdo aerdbia foi
mensurado de acordo com AOAC !9,

Para determinacdo das perdas de matéria seca, por
gases e efluentes, bem como o indice de recuperagdo de
matéria seca foi utilizada metodologia proposta por
Pinedo et al. 19,

Para mensuragdo das populagcdes microbianas
(Clostridium ssp., Lactobacillus ssp., Enterobactérias ssp.
, fungos e leveduras) foi preparado um extrato aquoso a
partir de 10 g de silagem fresca homogeneizada em 90 mL
de agua destilada, por 30 segundos no liquidificador
industrial ('". A solugio obtida foi filtrada, da qual retirou-
se 1,0 mL para ser misturada com 9,0mL de solucdo
tampdo fosfato (pH 7,2), obtendo-se diluicdes que
variaram entre 10-2 e 10-6 e o plaqueamento para cada
diluigdo foi feito em duplicata.

As populagdes microbianas foram determinadas
em meios de culturas especificos, conforme os seguintes
protocolos: Agar “MRS Lactobacillus Base” e Agar
“Clostridium Refor¢ado” para cultivo de bactérias laticas
e Clostridium sp., respectivamente, com mensuragao das
coldnias ap6s 48 horas de incubagdo em estufa (37°C);
Agar “Potato Glucose” para cultivo de fungos e
leveduras, sendo a contagem realizada apos sete dias a
temperatura ambiente; ¢ Agar “Violeta Red Bile” para
cultivo de Enterobactérias sp., sendo a contagem feita
apos 48 horas de incubag@o em temperatura de 32°C. Os
meios de cultura foram produzidos, conforme as
descri¢des dos fabricantes, e esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos.

As andlises estatisticas foram realizadas com o
auxilio do software SAS ™, os dados foram submetidos a
analise de varidncia. Quando verificado efeito
significativo da interagdo do tipo de aditivo e tempo de
abertura do silo, os mesmos foram desdobrados fixando
um dos fatores. As médias foram comparadas por meio do
teste Tukey com 5% de significancia.

3. Resultados e discussao

Foi observada interagdo (P<0,05) entre o tipo de
aditivo e o tempo de abertura dos silos sobre a
temperatura maxima e acumulada e o tempo de
estabilidade aerdbia (Tabela 1). As silagens que
receberam tratamento com o 6leo essencial de alecrim
pimenta nanoformulado (OEN) com periodo de
fermentag@o de 30 e 45 dias alcangaram as temperaturas
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maéaximas observadas, assim como houve efeito do Timol
nanoformulado 62% sobre as silagens, demonstrando que
possivelmente baixa eficiéncia no controle dos
microrganismos apos abertura. Entretanto, de uma
maneira geral, menores temperaturas maximas e
acumuladas foram registradas com Timol nanoformulado
100%.

Tabela 1. Temperaturas maximas e acumulada e estabilidade
aerobica da silagem de Sorgo com o capim Paiaguas com
diferentes aditivos ¢ tempos de abertura do silo

Tempo de Aditivo
abertura do Timol  Timol oCV1
silo (dias) Controle OEN 62% 100% (%)
Temperatura maxima (° C)
15 30,7ab  31,2Bb 32,1Aa 29,8Db 0,8
30 309Ba  31,5Ab 30,5Cb 30,5Ca 0,9
45 306Cb 32,6Aa 31,8Ba 30,8Ca 1,6
CV (%)' 0,5 0,7 L5 1,3
Temperatura acumulada (° C)
15 615,1 Cab 623,6 Bb 641,8Aa 595,6 Db 1,9
30 618,9Ba 629,7Ab 609,7Cb 607,1Ca 2,2
45 612,5Cb 651,2Aa 637,1Ba 6153Ca 3,0
CV (%)! 0,4 0,7 1,5 1,2
Estabilidade aerdbica (h)
15 302Bb 36,8Bb 384Bb 52,6Aa 9,4
30 31,0Bb 422Ba 50,2Aa 38,2Bb 79
45 40,6 Ba 404Ba 52,6Aa 40,6 Bb 8,8
CV (%)! 3,78 2,50 3,89 4,67

Para cada caracteristica, médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nao
diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey. 1CV: Coeficiente de variagdo.

Para estabilidade aerdbica da massa, foi observado
que silagens tratadas com Timol nanoformulados 100%
fermentadas por 15 dias levaram 52,6 h para alcancar a

44 - B B

. L A
] C c €
il B“ il “

Controle OEN Timol 62% Timol 100%
A Aditivo

1

g% 0o~
1

B Abertura do silo mDia 2 Dia 3
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quebra de estabilidade aerébica; efeito semelhante
verificado com Timol nanoformulado 62% (tempos de
abertura 30 e 45 dias). Nas silagens controle e que foram
tratadas com OEN o aumento no tempo de abertura
proporcionou maior tempo em horas para iniciar a quebra
de estabilidade aerobica (Tabela 1).

Dessa forma, verifica-se que sobre as
caracteristicas de estabilidade aerobica apenas o aditivo
com o principio ativo isolado, Timol nanoformulado com
100% de pureza foi eficiente em reduzir o aumento das
temperaturas da massa, possivelmente os aditivos
baseados em OE (6leo essencial) ndo conseguiram
controlar ~a  proliferagdo de  microoganismos
deterioradores, que causam o aumento da temperatura.
Segundo Hodjatpanah-Montazeri et al. !, acdo contra
patdgenos dos OE ¢ favorecida em ambientes anaerobios,
enquanto que OE tem efeito dependente do pH, sendo
mais eficientes em pH mais baixos ©. Além disso, é
possivel que a concentragdo utilizada no presente estudo
tenha sido baixa. Cantoia Junior et al. © observaram
silagens de cana-agucar tratadas com altas doses de 6leo
essencial de capim limdo (120g/kg) permaneceram
estaveis por duas semanas.

Os valores de pH das silagens de Sorgo com o
capim Paiaguas variaram nos dias 0, 2 ¢ 3 durante a
analise de estabilidade aerobica (P<0,05) em fungdo do
tipo de aditivo utilizado e com o tempo de abertura do
silo. Foram registrados valores de pH maiores para
silagem que recebeu Timol nanoformulado 100% (Figura
1A). Trés dias apos a abertura do silo, maiores valores de
pH foram obtidos na silagem com tratamento controle, e
pH reduzido para silagens com Timol nanoformulado
62%. Em relacdo ao tempo de abertura dos silos foi
verificado que a fermentacdo da massa em 15 dias

4.5 - A
44 -
=43 - B
g,“ 1o A B
=1 2 B B
z 4.1 B
=40 B
3.9
3.8 4
3.7
15 30 45
B Tempo de abertura do silo (dias)
W Abertura do silo ® Dia 2 Dia 3

Figura 1. Valores de pH durante a estabilidade aerdbica da silagem de Sorgo com o capim Paiaguds com diferentes aditivos (1A) e
tempos de abertura do silo (1B). *Para cada caracteristica, médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo diferem entre si (P>0,05)

pelo teste Tukey.
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proporcionou os maiores valores de pH (Figura 1B).

Houve interagao (P<0,05) entre o tipo de aditivo
utilizado e o tempo de abertura dos silos sobre o pH
durante a estabilidade nos dias 1, 4 ¢ 5. Sendo que no lo
dia de estabilidade aerdbica, o pH da silagem ndo variou
entre os aditivos utilizados quando o tempo de abertura do
silo foi de 15 dias (Tabela 2). Contudo, quando a abertura
dos silos ocorreu com 30 e 45 dias, foi observado
elevagdo nos valores de pH nas silagens com Timol 100%
nanoformulado. Para os dias quatro e cinco, as silagens
que ndo receberam nenhum aditivo, tratamento controle,
apresentaram elevados valores de pH em todos os tempos
de abertura avaliados. A silagem com OEN também
apresentou elevados valores de pH aos cinco dias. De
maneira geral, o aumento no tempo de abertura do silo de
15 para 30 e 45 dias reduziu o pH da silagem, exceto no
dia 1 para os aditivos OEN e timol nanoformulado 62 e
100% (Tabela 2).

Vale ressaltar que mesmo ocorrendo variagdo em
relagdo ao valor de pH das silagens que receberam os
aditivos em relacdo ao tratamento controle, nos trés
primeiros dias do periodo da estabilidade aerdbica os
valores de pH mantiveram-se abaixo de 4,5, isto indica
boa conservacdo da forragem @9, A partir do quinto dia,
todas as silagens apresentaram valores de pH acima de
4,5. Contudo, os menores valores de pH obtidos nas
silagens com Timol nanoformulado 62 ¢ 100%, indicam
que essa substancia foi mais eficiente no controle do
desenvolvimento de microrganismos aerdbicos como
leveduras e fungos. Segundo Chaves et al. ©, a incluséo
de oleos essenciais em silagem de cevada diminuiu o
crescimento de leveduras durante exposi¢do da silagem

10.0

A A
8.0
A
o4 B
B c
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ao ar por até 7 dias.

Em relacdo as perdas fermentativas das silagens a
utilizagdo do timol nanoformulado 100% resultou em
maiores perdas de matéria seca, gases e efluentes,
enquanto o uso de OEN proporcionou menores perdas de
matéria seca e gases na silagem de Sorgo com capim
Paiaguas (Figura 2A). Maiores perdas de matéria seca,
gases ¢ efluentes foram registradas no tempo de abertura
do silo de 45 dias (Figura 2B).

Tabela 2. Valores de pH durante a estabilidade aerdbica da
silagem de Sorgo com o capim Paiaguas com diferentes aditivos
e tempos de abertura do silo

Tempo de Aditivo
abertura do silo Timol  Timol SVI
(dias) Controle  OEN 0, 1000, (%)
Um dia ap06s a abertura do silo
15 4,07Aa 4,00Aa 3,99Aa 4,10Aa 2,09
30 399Bb  3,96Ba 3,94Ba 4,13Aa 3,99
45 399Bb 3,96Ba 3,99Ba 4,17Aa 1,56

CV (%)! 0,79 1,64 1,53 1,23
Quatro dias apos a abertura do silo

15 5,18 Aa  459Ba 4,69Ba 443Ba 1,89
30 505Ab 4,58Ba 433Bb 434Bb 3,57
45 503Bb 445Ab 422Db 433Ab 1,65

CV (%) 1,48 2,74 3,78 1,37
Cinco dias apds a abertura do silo

15 590Aa 559Aa 5,15Ba 484Ca 3,76
30 5777Ab 552Aa 4,85Ba 4,63Bb 5,19
45 5770Ab 5,50Ba 4,45Bb 4,59Bb 3,46

CV (%)' 1,06 3,32 591 4,95
Para cada caracteristicas, medias seguidas pela mesma letra maruscula na Iinha nao
diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey. 1CV: Coeficiente de variagao.
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8.0 - A
S B B
=) -
g 6.0 A A
é 4.0
201 B B A
0.0 -
15 30 45
B Tempo de abertura do silo (dias)
m Matéria seca m Gases Efluentes

Figura 2. Perdas fermentativas da silagem de Sorgo com o capim Paiaguds com diferentes aditivos (2A) e tempos de abertura do silo
(2B). *Para cada caracteristica, médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey.

Estas perdas por gases e matéria seca podem estar
relacionadas ao perfil de fermentagdo ocorrido na
silagem, com menor presenga de bactérias produtoras de
acido latico. A perda por efluentes também ¢ indesejavel,

visto que indica perdas de nutrientes. Segundo Driehuis et
al.?% este material contém grandes quantidades de
compostos organicos como agucares, acidos organicos,
proteinas, minerais (calcio, potassio e magnésio) e outros



Sousa BM L et al.

constituintes do material ensilado.

A melhor eficiéncia do Timol nanoformulado
observada no presente estudo em relagdo ao oOleo
essencial de Alecrim pimenta nanoformulado (Lippia
sidoides Cham.) pode estar relacionada a biotecnologia
aplicada a esses compostos. A técnica de nanoformulagao
tem como intuito permitir o melhor aproveitamento dos
compostos submetidos a esta biotecnologia, uma vez que
protege as substancias bioativas da degradagdo e perdas
por evaporagdo, além de permitir uma liberagdo
controlada dos constituintes, aumentando o seu poder de
acao @Y, Quando aplicada aos Oleos essenciais as
nanoformulagdo promove maior area especifica,
solubilidade e mobilidade das particulas, o que contribui
para melhor atuacdo dos oOleos essenciais quando
comparado aos aditivos convencionais @ 2, como
culturas bacterianas, fontes de carboidratos, acidos
organicos e conservantes.

As populagdes de Clostridium e de Lactobacillus
da silagem de Sorgo com o capim Paiaguds foram
afetadas (P<0,05) pelo tipo de aditivo utilizado. A
populacdo de Clostridium foi maior no tratamento
controle (4,76 log ufc/g) e com Oleo essencial
nanoformulado (4,58 logs ufc/g), comparativamente com
o aditivo timol nanoformulado 62 ¢ 100% (3,86 ¢ 3,69
logs ufc/g, respectivamente) (Figura 3).
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Controle OEN Timol 62%  Timol 100%
Aditivo

c/g)

Populagdo de microorganismo
(log ufe/!

u Clostridium Lactobacillus

Figura 3. Populacoes de Clostridium e Lactobacillus na silagem
de Sorgo com o capim Paiaguas com diferentes aditivos. *Para
cada cepa bacteriana médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey.

Por sua vez, houve maior crescimento de
Lactobacillus no tratamento controle (4,58 logs ufc/g) e
menor com a adi¢do de timol nanoformulado 62 ¢ 100%
(3,70 e 3,62 logs ufc/g, respectivamente). Foi observada
reducdo na populacdo de Lactobacillus conforme o
aumento no tempo de abertura do silo (P<0,05),
apresentando 4,13 log ufc/g (15 dias), 3,99 logs ufc/g (30
dias) e 3,78 logs ufc/g (45 dias) (Figura 4).

De maneira geral, o aumento no tempo de abertura
do silo resultou em menor populacdo de Lactobacillus,
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entretanto sem comprometer o pH da silagem no
momento de abertura do silo, os quais estiveram abaixo
de 4,2. Isto demonstra flexibilidade para o produtor
quanto o tempo em que o silo permanece fechado.
Contudo, vale ressaltar que o menor tempo de abertura do
silo (15 dias), pode comprometer a qualidade da silagem
se a mesma nao for utilizada rapidamente, uma vez que a
estabilidade aerébica foi menor e os valores de pH
durante esta estabilidade foram maiores em comparacgao
aos tempos de abertura de 30 e 45 dias.
5.0 4
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Figura 4. Populagdes de Lactobacillus spp. na silagem de Sorgo
com o capim Paiaguas com diferentes tempos de abertura do
silo. *Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha ndo
diferem entre si (P>0,05) pelo teste Tukey

Nesse sentido, os achados do presente estudo
demonstraram que a utilizagdo de Timol 62 e 100%
reduziu a populagdo de Clostridium e de Lactobacillus. A
inibi¢ao do crescimento de Clostridium ¢ desejavel para
que haja boa fermentagdo da silagem, uma vez que este
microrganismo ¢ responsavel pela fermentacdo
butirica®. A presenga de 4cido butirico indica
deterioracao da silagem, uma vez que indica a presenca de
microrganismos indesejaveis, portanto niveis elevados
podem comprometer a qualidade da silagem @,

Em contrapartida, a redugdo na populagdo de
Lactobacillus ¢ indesejavel no processo, visto que sdo
responsaveis pela producdo de acido latico, sendo
essencial na qualidade fermentativa da silagem. Ao inibir
o crescimento dessas bactérias, possivelmente ocorreu
reducdo na produgdo de acidos organicos como o latico
das silagens tratadas com esses aditivos, acarretando em
aumento do pH. Contudo, este padrio registrado nao
afetou negativamente o processo fermentativo, visto que
os valores de pH foram de 3,97 (silagem controle), 4,00
(silagem com oleo essencial nanoformulado), 3,97
(silagem com Timol nanoformulado 62%) e 4,13 (silagem
com Timol nanoformulado 100%). Estes valores estdo
situados entre a faixa de pH considerada ideal (3,8 a 4,2)
para uma boa conservagéo da forragem 2,

O 4cido latico € o principal produto final da cultura
tradicional silagens (por exemplo, milho, grama e



Sousa B M L et al.

alfafa)®®. Segundo Cantoia Junior et al.® as bactérias
lacticas tem a fungdo de metabolizar os carboidratos
soliveis da massa em acidos organicos.

No presente estudo, a auséncia de efeitos do dleo
essencial de Alecrim pimenta nanoformulado (Lippia
sidoides Cham.) sobre as carateristicas fermentativas das
silagens pode estar associado com a expressiva variagao
na concentragdo dos compostos com atividade microbiana
do oleo essencial ocasionando em reduzido efeito da
atividade bactericida desses 6leos ?-?¥ uma vez que de
forma geral o uso de Timol nanoformulado utilizado de
forma isolada proporcionaram silagens com boas
carateristicas  fermentativas. Além disso, alguns
constituintes presentes em pequenas quantidades nos
oleos essenciais, como y-terpineno e p-cimeno, interferem
na atividade antimicrobiana dos oleos facilitando a
permeabilidade do carvacrol e timol na celula
bacteriana®®.

De maneira geral, o conhecimento sobre a agdo
dos oleos essenciais como aditivos em silagens ainda ¢
muito incipiente, portanto, sdo necessarias mais pesquisas
para elucidar os mecanismos de a¢do desses compostos
como aditivo para controlar perdas no processo de
fermentacdo da massa ensilada.

4. Conclusao

O Timol nanoformulado é mais eficiente em
controlar os processos fermentativos e a populacao de
Clostridium, bem como melhorou a estabilidade aerdbia
da silagem de Sorgo com o capim Paiaguas.
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