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1. INTRODUCAO

Em decorréncia dos longos periodos de estiagem no sertdo nordestino, evidencia-se a
real necessidade de novas tecnologias que surjam como uma solugfo alternativa para os
produtores que sofrem com a escassez de alimentos para seus rebanhos e que, por
desconhecimento de praticas adequadas de manejo, permitém o superpastoreio, facilitando a
degradacfio ambiental e baixos indices produtivos. Nesse entendimento, surge o Sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench como sendo uma favoravel possibilidade, pois possui baixa
exigéncia em 4gua e grande potencial de produgo de biomassa verde, consagrando-se como
cultura apropriada para o cultivo em regides com baixa disponibilidade hidrica (SILVA et al.,
2012). Aliado a esse tipo de produg#o, os produtores podem contar com o armazenamento de
forragem, especialmente através da ensilagem, pois alia condiges favordveis de produgéo de
forragem na época das chuvas e o seu armazenamento para o suprimento das necessidades na
estiagem.

Outra alternativa alimentar que é utilizada indiretamente por alguns produtores € o
Neem (Azadirachta indica A. Juss. Meliaceae), que até entdo tinha utilidade quando
empregado para sombreamento, auxiliando em uma boa climatizagdo para os animais, e,
como inseticida no combate e controle de pragas. Porém, o que tem se observado € que, de
acordo com Govindachari (2000), a parte da planta que se obteve alguns tipos de estudos
foram a partir das sementes, das quais, primeiramente, € retirado o extrato boténico com os
seus constituintes para agBes inseticidas ou biocarrapaticida e, em seguida, seu residuo, no
caso, a torta de Neem. A torta do Neem pode ter fungdo de suplemento alimentar para
animais, com resultados satisfatérios, tanto do ponto de vista econdmico, quanto da
seguranca, podendo até mesmo substituir a ragdo em alguns casos (MOSSINI e
KEMMELMEIER, 2005). No entanto, estudos sobre as folhas do Neem e suas propriedades
nutritivas, alimentares e seu fornecimento in natura ou como silagem, de forma direta para os
animais, sdo escassos, consequentemente, elevando a necessidades de pesquisas sobre as
caracteristicas dessa planta como alternativa alimentar, sendo associada ou néo.

Por outro lado, o fato da maior parte da utilizagdo do Neem ser para controle de ecto e
endoparasitas, bactérias e fungos, e ser também um alimento alternativo, abre um grande
precedente para haver estudos e pesquisas relacionados a interferéncia que esse alimento traz
para processos como a ensilagem, uma vez que esta técnica exige um rigoroso controle
microbiolégico (bacteriano e fungicida) para que a atuagio da fermentagdo seja de qualidade e
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que, consequentemente, colabore para um alimento digestivel, aceitdvel e com um duradouro
tempo de conservagéo.

Dessa forma, o objetivo geral da pesquisa foi avaliar a dindmica microbioldgica de
silagens confeccionadas com forragem de sorgo associada as folhas de Neem em diferentes
niveis de substitui¢do e determinar o tempo minimo de armazenamento com base na

estabilizag¢do das caracteristicas fisicas da silagem.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sorgo forrageiro (Sorghum bicolor (L.) Moench)

A cultura do Sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) tem potencial para ser utilizada na
alimentagio de animais, sobretudo nas regiGes semiaridas do nordeste brasileiro, por ser
resistente & seca e a altas temperaturas e por apresentar elevada produtividade (OLIVEIRA et
al., 2002)

Além disso, o sorgo apresenta a vantagem de poder ser utilizado durante todas as
épocas_do ano,.desde: que-passe por-um processo de conservagdo. Neumann-et al. (2002)
afirmaram que o sorgo é uma planta adequada ao processo de ensilagem e que possui
caracteristicas fenotipicas que determinam facilidade de plantio, manejo, colheita e
armazenamento.

A composic¢io quimica do sorgo forrageiro assemelha-se bastante a do milho (WHITE
et al., 1991), apresentando cerca de 72 a 92% da composi¢io quimica desta (DEMARCHI et
al., 1995). O menor preco de sementes e menor exigéncia hidrica permite assim uma produgéo
mais barata de alimeﬁto a partir do sorgo. Além disso, em um estudo realizado por Tomich et
al. (2006) foram encontrados valores de matéria seca (MS) e proteina bruta (PB) de 31,7% e
6,8% e de 27,3% e 7,2%, respectivamente, para silagem de sorgo e de milho. Oliveira et al.
(2010) encontraram valores pouco menores dos que os citados acima, sendo de 24,1 % para a
matéria seca e 6,1 % para a proteina bruta na silagem de sorgo, comprovando a proximidade

nutricional de ambas as culturas discutidas.

2.2 Neem (Azadirachta indica A. Juss)

De origem indiana, a arvore do Neem tem sido usada por séculos no Oriente como
planta medicinal, no tratamento de diversas inflamagbes e infeccdes, como planta
sombreadora, repelente, material para construcfo, adubo e mais recentemente como
praguicida (LOCKE, 1995). E uma planta que se adaptou bem ao clima brasileiro ao ser
introduzida em 1984, e encontra-se hoje em quase todas as regides do pais, pois estd em areas
com condigdes climaticas adequadas para o plantio principalmente nas regides Centro-Oeste,

Norte e Nordeste (GUMIERO, 2008).



Apesar dos poucos estudos, ha resultados promissores na alimentagfo animal, fazendo
0 uso da torta de Neem como suplemento alimentar vem sendo avaliado com resultados
satisfatérios tanto do ponto de vista econémico, quanto da seguranca, podendo até mesmo
substituir a ragdo em alguns casos (MOSSINI e KEMMELMEIER, 2005).

Apesar de poucos estudos serem promissores quanto ao uso da torta de neem na
alimentacdo animal, Mossini ¢ Kemmelmeier (2005), afirmam que este teste vem
apresentando resultados satisfatérios a saiide do animal e de custo. Rao et al. (2003), ao
avaliarem a acfo da torta de sementes de Neem adicionada a alimentag@io de cabras e por
meio de analises sanguineas verificaram redugfo no contetido lipidico e aumento de 4cidos
graxos insaturados, que sfo considerados benéficos na redugfo dos niveis de colesterol, ndo
afetando a qualidade da carne. Nesse mesmo sentido, Brito et al (2015), ao-adicionarem:folhas
de neem desidratadas ao suplemento mineral em até 3%, observaram que este ndo influenciou

quanto ao ganho de peso ou escore corporal de ovinos sem raca definida.

2.3 Alteracdes fermentativas na ensilagem de sorgo

A fermentacfo é consequéncia da atividade bacteriana, a qual produz, dentre outros, o
acido latico e acético durante a fermentagio do material ensilado. Durante a fermentaggo da
silagem, parte da fragfo nitrogenada ¢ degradada até peptideos, aminodcidos e amonia, que
sdo rapidamente degradadas pelas bactérias ruminais com baixa eficiéncia de sintese proteica
microbiana (SILVA e QUEIROZ, 2002).

A maioria dos estudos demonstram que para uma fermentagéo desejavel deve-se levar
em consideragfo algumas caracteristicas intrinsecas da forragem como o teor de matéria seca,
teor de carboidratos totais soltiveis e idade da planta, assim como o tamanho da particula para
facilitar o processo de compactacdo, pois a presenga de ar durante o periodo de estocagem ou
no momento de abertura do silo podem favorecer o desenvolvimento de microrganismos, que
por sua vez, reduzem o valor nutritivo da silagem.

O processo de ensilagem pode ser dividido em quatro fases, segundo Oude Elferink et
al. (2002), em que na fase aerébica que vai do enchimento até poucas horas apds o
fechamento do silo, ocorre o consumo de oxigénio e as proteases ou carboidrases séo
ativadas, desde que o pH situe-se numa faixa de 5,5 a 6,0. Na ensilagem de sorgo com apenas
um dia, a concentragdo de carboidratos soltiveis decresce rapidamente, chegando a 50% da
concentragéo original (ZAGO, 1991).

J4 a fase de fermentagfo ativa vai desde a exaustdo do oxigénio e se estende por uma a
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quatro semanas, onde nesse periodo ocorre a proliferacdo de bactérias anaerébicas
(enterobactérias) produtoras de 4cido acético e de outras bactérias produtoras de 4cido latico
heterofermentativas, a partir dai a presengas dos 4cidos produzidos (etanol, acético, latico e
CO») reduz o pH para menos de 5,0, quando as bactérias produtoras de &cido latico
homofermentativas dominam a fermentag&o.

Ap6s um dia de fermentagfo as bactérias laticas ja estéo ativas e grande parte do 4cido
latico ja esta formado, reduzindo o pH do meio e a estabilidade da silagem sendo atingida
entre 7 e 14 dias (ZAGO, 1991)

Chegando a terceira etapa, a fase estavel, que caracteriza-se pela estabilidade dos
processos fermentativos e, desde que nfo ocorra a entrada de ar, pouca atividade bioldgica
poderda ocorrer, havendo estabilidade em sete dias (ZAGO, 1991)

O ultimo estagio denomina-se fase de descarga (retirada da silagem) € quando, na
presenca de ar, os 4cidos orgénicos, que preservam a silagem, séo consumidos por leveduras
e, eventualmente, por bactérias formadoras de dcido acético, causando a elevagdo do pH e,
consequentemente, aumento da temperatura e atividade dos micro-organismos que deterioram
a silagem (ZAGO, 1991).

As alteracBes que ocorrem no processo de ensilagem ocorrem primeiramente devido
as bactérias e leveduras e, subsequentemente, aos fungos. Esses micro-organismos,
inicialmente, utilizam os componentes soltveis das silagens (carboidratos, 4cidos orgénicos e
os compostos nitrogenados) como substrato para o seu desenvolvimento, ocasionando a perda
desses nutrientes e, consequentemente, o aumento nos conteiidos de matéria mineral (MM),
fibra em detergente neutro (FDN) e dcido (FDA) (GUIM et al. ,2002).

As elevadas contagens de leveduras e bolores promovem elevacdo do pH, aumentando
o risco de desenvolvimento de micro-organismo patogénicos como a Lisferia
monocytogeneses, além de deterioragio aerdbica e as perdas no valor nutritivo, de acordo com

Nussio et al. (2003)

2.4 A microflora epifita das silagens

Os micro-organismos naturalmente presentes nas plantas forrageiras, chamados de
microflora epifita, sdo responsaveis pela fermentagfo das silagens, afetando também a sua
estabilidade aerébica e a eficiéncia dos inoculantes contendo micro-organismos exdgenos

(NUSSIO et al., 2003).
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O tipo de forragem, o estidgio de maturidade, o clima e os tratos agrondmicos
dispensados na condugfo da cultura influencia o nimero de cepas de micro-organismos
epifitas. Nas plantas forrageiras encontramos as enterobactérias, as leveduras, e os bolores,
que competem com lactobacilos pelos agticares soltiveis (BOLSEN et al., 1992).

Guim et al. (2002) comentam que a presen¢a de fungos € indesejavel porque
hidrolisam e metabolizam a celulose e outros componentes da parede celular, bem como
quebram o aglicar e o 4cido latico pela via normal da respiragdo. Alguns bolores,
principalmente as espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillum crescem em
silagens onde ha penetra¢do de ar e produzem toxinas que prejudicam os animais.

Nesse contexto, quando se trata da anélise de alimentos, mesmo os que sdo destinados
a alimentac#o animal, a realizacfo das andlises microbiolégicas de bactérias totais. e bolores e
leveduras tornam-se necessérias para avaliar pardmetros alimentares qualitativos, j4 que a
presenca de micro-organismos contaminantes nos alimentos pode ser prejudicial a saide dos
animais. Em contraponto, a presenca de bactérias e fungos em racgSes alternativas como a
silagem, ao contrario dos alimentos que sZo destinados aos humanos, € indicativo de que a
qualidade do produto ira depender diretamente dos processos quimicos € biologicos que serdo
realizados por esses agentes, além de serem imprescindiveis para a fisiologia de animais

ruminantes.

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Mbédulo Experimental de Pequenos Ruminantes,
pertencente ao Nicleo de Estudos em Avaliagio de Plantas Forrageiras e Nutrigdo de
Ruminantes no Semiérido do Instituto Federal de Educagfo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Norte - Campus Apodi - NUPPA/NUTRISA/IFRN, localizado em Apodi e teve
duragio de 6 meses (agosto de 2016 a fevereiro de 2017).

O Sorgo utilizado para a produgdo da forragem para a ensilagem foi o da variedade
BRS Ponta Negra, adquirido junto a produtores da regifio do Vale do Apodi, colhido
mecanicamente, a partir do momento em que a forragem atingiu teores de matéria seca entre
30 e 35%, considerados por McDonald (1981) adequados para o inicio do processo de
ensilagem. A forragem do Neem foi oriunda de podas de plantas adultas, situadas no setor
produtivo da Diretoria de Gestdo da Unidade Agricola-Escola (DIGUAE) do IFRN — Campus
Apodi, sendo cothidas ainda no periodo vegetativo. Ap6s a coleta, procedeu-se a separagéo
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das folhas, peciolos e raquis que foram utilizadas in natura na ensilagem, juntamente com o
SOrgo.

Foram confeccionados 30 minissilos experimentais, com tubos PVC, medindo 50 cm
de altura e 10 cm de didmetro, tendo a adi¢@o equivalente a 10 cm de areia para recuperagéo
dos efluentes. Os minissilos foram preenchidos com as matérias-primas previamente
trituradas, homogeneizadas e compactadas com o auxilio de um soquete de metal € com ponta
recoberta por borracha, procurando-se manter uma densidade préxima a 600 kg/m®. Os
mesmos foram abertos aos 28 e 35 dias ap0s a ensilagem, e distribuidos em um delineamento
experimental inteiramente casualizado, comi os cinco niveis de substituicdo da forragem do
sorgo pela do Neem (0; 25; 50; 75 e 100%), dois tempos de abertura e trés repetigdes, sendo
-submetidos ao esquema-de parcelas-subdivididas, onde os tratamentos foram alocados nas
parcelas e os tempos de abertura nas sub-parcelas.

No momento da abertura de cada minissilo foi verificada a temperatura com o auxilio
de um termdmetro digital, cujo sensor foi introduzido no centro da massa de forragem, bem
como foram coletadas aliquotas para determinagfo do pH, sendo acondicionadas em sacos
plésticos, identificadas e armazenadas em freezer para posterior analise. O pH foi obtido pela
mistura de 9 gramas de amostra de silagem com 60 mL de 4gua destilada com pH 7, em
béquer de 250 mL, fazendo a leitura ap6s 30 minutos de repouso (SILVA e QUEIROZ,
2002).

As andlises microbioldgicas foram realizadas no laboratdrio de microbiologia do IFRN
- Campus Apodi. Para a realizagdo das mesmas, foram utilizados aliquotas de 10g das
amostras de silagens nos dias 28 e 35 de armazenamento, preparou-se o sobrenadante
(amostra pura) a partir de 90 mL de solugdo salina e os 10g de cada amostra. Os
sobrenadantes foram preparados para obter as dilui¢des que foram diluidas da 107 até a 10°¢
dilui¢des decimais, porém foram observadas a partir da 10, j4 que o numero de bactérias nas
trés primeiras diluigdes seria incontavel, para entfio quantificar as coldnias de bactérias e
bolores e leveduras totais. Todo o material (placas de petri, erlenmeyers, bastdes de vidro e
pipetas) utilizado para as analises foi devidamente esterilizado em autoclave.

Para a contagem de bactérias totais (CBT) foi utilizado o meio de cultura industrial
preparados na propor¢do de 23,5 g (Plate Count Agar Standard Methods Agar) para cada
1.000 mL de A4gua destilada. Para cada placa de petri utilizada foi necessario
aproximadamente 20 mL de meio, lembrando que lamparinas foram usadas para assegurar

menor presenga de bactérias no ambiente e para constante flambagem dos materiais

12



utilizados. Em seguida, 0,1 mL das trés tltimas dilui¢des em triplicata das silagens foram
inoculadas utilizando técnica de semeadura Pour-plate, conforme European Union Reference
Laboratory for Feed Additives (EURL, 2011), espalhando com alga de Drigalsky no meio
PCA, e acondicionadas em estufas microbiolégicas por um periodo de incubagéo de 48 horas,
a37°C.

A quantificagdo dos bolores e leveduras foi realizada por meio de espalhamento em
placa, conforme técnica Spread-plate (BASSO et al., 2012), em Agar PDA (Potato dextrose
Agar - Himedia) glicosado acidificado com solugfo de 4cido tartdrico a 10% em pH 3,5, em
que recebeu 0,1 mL das trés tltimas dilui¢Bes em triplicata das silagens e incubadas a 25 °C
por 7 dias em BOD (estufa climatizada).

Apbs-o-periodo de incubagdio as colonias de bactérias e de bolores e leveduras foram
contadas manualmente com auxilio de uma caneta permanente, sendo passiveis de serem
contadas as placas que apresentaram entre 30 e 300 Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)
por placa de petri e os resultados foram obtidos por meio de média das placas, na diluigéo
selecionada, e expressos em log UFCg’. ‘

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de regresséo por meio de

analises de dados do software SAS (Statistical Analysis System, 1990).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O pH e a temperatura (Tabela 1) das silagens de sorgo com a adigéo de neem, no 28°
dia de armazenamento, sofreram efeito linear positivo, pois para cada percentual de
substitui¢do do sorgo pelo neem ocorreram acréscimos de 0,38 unidades de pH e 0,51°C de
temperatura. Enquanto que para as silagens com 35 dias de armazenamento, o efeito
observado foi o quadratico, verificando-se aumento de pH de 3,6 na silagem com 100% de
sorgo e 0% de neem até o nivel de 6,0 na silagem com 25% de sorgo e 75% de neem, e, em
seguida, observa-se uma reducfio no pH para 4,8 na silagem com 0% de sorgo e 100% de
neem. Esse mesmo comportamento foi observado para a temperatura, obtendo-se aumento de
temperatura até as silagens com 25% de sorgo e 75% de neem (30,2°C).

Levando-se em consideragdo as referéncias adequadas de pH em silagens que devem
estar entre 3,8 a 4,2, reportada por Carvalho et al. (2008), observa-se, de forma geral, que as
silagens nas quais o sorgo foi substituido por 75 e 100% de neem apresentaram pH
inadequados para uma boa fermentagfio e, consequentemente, néo resultara em uma silagem

de qualidade.
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Tabela 1 - pH, temperatura e contagem de bactérias totais (CBT) e bolores e leveduras (CBL)
de silagem de Sorgo com adicio de Neem aos 28 e 35 dias de armazenamento

Variavel Dia 28 : R? Equacio Regresséo
ON 25N S0N 75N 100N
pH 35 3,6 3,7 4,2 5,1 0,82 Y = 2,88 + 0,38x%*
Temperatura 30,3 30,9 30,6 31,8 324 0,85 Y=29,67 + 0,51x**
CBT! 1,98 1,76 1,19 1,87 >2,48 0,84 Y=297-1,13x+0,205>**
CBL! 0,18 0,30 Ausente 0,60 Ausente 0,08 Y=0,04 + 0,23x - 0,03x*
Dia 35

pH 3,6 3,7 4,0 6,0 4,8 0,56 Y= 2,56+0,85%-0,06x7%*
Temperatura 28,5 29,2 29,0 30,2 299 0,73 Y=27,9240,63x-0,04x2**
CBT! 1,23 >248  >248 1,73 2,08 0,48 Y=0,44+1,18x-0,18x>*
CBL! Ausente 0,60 0,18 0,18 0,18 0,21 Y=0,14+0,32x-0,05x*

Legenda: ON = 100% de sorgo + 0% de Neen; 25N = 75% de sorgo + 25% de Neen; 50N = 50% de sorgo + 50% de Neen; 100N
= 0% de sorgo + 100% de Neen; 'log UFCg';UFC (unidade formadora de col6nia); resultado de log UFCg! de 2,48, significa
incontavel (mais 300 UFC/g); *ndo significativo a 5% de probabilidade ** significativo a 5% de probabilidade

A quantificag8o das bactérias totais nas silagens com 28 dias de armazenamento sofreu
efeito quadratico, onde foi observado reducéo das UFC na silagem com 100% de sorgo e 0%
de neem (1,98 log UFCg') até o nivel de 50% de sorgo e 50% de neem (1,19 log UFCg™),
voltando a se elevar nos outros niveis de substituicdo estudados. Nas silagens com 35 dias de
armazenamento o efeito quadritico também foi verificado, porém, o comportamento foi
inverso, onde houve crescimento de bactérias totais & medida que se substituiu o sorgo pelo
neem até o nivel de 50% onde foi encontrado- 2,48 log UFCg’!, sendo considerado incontavel
contagens maiores que 300 UFC, ocorrendo reducdo das contagens das bactérias totais a partir
desse ponto.

Os resultados das quantificagdes das bactérias totais, podem ser explicados pelo
decréscimo do namero de bolores e leveduras totais. Fato este que se apresenta como algo
positivo, pois a presenca de leveduras nos materiais a serem ensilados € indesejavel, ja que
esses micro-organismos contribuem para o consumo de carboidratos soliveis, diminuindo a
quantidade destes compostos no material ensilado, prejudicando o desenvolvimento de
bactérias d4cido-laticas e proporcionando aumento das outras fragdes do volumoso,
especialmente as fibrosas (EVANGELISTA et al., 2009). Sendo que € observada a presenga
dos bolores leveduras, apenas quando a silagem entra em contato com o oxigénio, ou seja,
apenas na abertura dos silos.

Um estudo realizado por Franga et al. 2015, ao realizarem a contagem de bolores ¢

fungos em silagem de farelo de milho no 28° dia de armazenamento, encontraram resultados
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em log UFCg! de 5,8, sendo superior aos obtidos nesse estudo. Possivelmente, esta diferenca
tenha ocorrido pelo fato da amostragem ter sido realizada com menores concentragdes de
oxigénio, assim como se sugere que o teor de matéria seca € o tamanho de particula do
material ensilado tenha sido adequado para uma compactagdo eficiente da massa com alta
capacidade de expulsdo do ar contido nela.

Os pequenos aumentos das contagens dos micro-organismos obtidos podem ter tido
influéncia positiva do pH (MCDONALD et al., 1991), quando este se encontra com resultados
favoraveis até a substitui¢dio de 50% de neem. No caso do referente estudo, os valores de pH
observados encontram-se na faixa adequada, possibilitando menor proliferacio de
micro-organismos. Esperava-se que com a substituigdo do sorgo pelo neem, a presenca de
micro-organismos diminuisse gradativamente, todavia, o comportamento observado foi
contrario, havendo crescimento das mesmas, sem no entanto, identifica-las em homo e
heterofermentativas.

No decorrer do processo de fermentacdo € essencial a proliferagdo de bactérias,
principalmente as homofermentativas, produtoras de acido latico, que por sua vez, promovem
maior reduciio do pH, consumindo menos agticar e por tanto, preservando mais energia na
silagem, pelo qual ird contribuir para a melhoria na qualidade de ensilagem. Apesar desse -
conhecimento, no referente estudo, nfo foi possivel realizar a contagem das bactérias nos
diferentes grupos, ou seja, quantificar isoladamente as bactérias homofermentativas e as
heterofermentativas dentro do grupo maior de bactérias totais, garantindo a qualidade da

silagem.

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados para o pH, temperatura, bactérias totais e bolores

e leveduras, conclui-se que o sorgo pode ser substituido pelo neem em até 50%.
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