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QUITOSANA COMO ADITIVO ALIMENTAR PARA RUMINANTES

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar um método para a
extracdo de quitosana a partir de escamas de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), com
base em suas caracteristicas estruturais, bromatoldgicas e potencial utilizacdo, além de
avaliar o efeito da quitosana obtida de escamas de peixe sobre a digestibilidade de
nutrientes, os parametros fermentativos e a cinética de fermentacdo ruminal in vitro de
diferentes alimentos. Foi conduzido uma reviséo integrativa sobre a utilizac&o de quitosana,
sintetizando informagdes sobre doses, efeitos sobre consumo, digestibilidade de nutrientes,
parametros ruminais, perfil de acidos graxos volateis, producdo de metano, buscando
avaliar de forma critica os dados utilizando quitosana e elencar possiveis tematicas
defasadas para futuras pesquisas na area. A quitosana de escamas de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) foi obtida por meio das etapas de desacetilacdo e solubilizacéo, e
caracterizada por espectroscopia no infravermelho (FTIR), posteriormente foi realizada
analises bromatologicas e ensaio de degradabilidade ruminal in vitro. Para avaliacao avaliar
os parametros fermentativos, de digestibilidade e cinéticos foi utilizado delinemanento de
blocos cazualizados, com arranjo fatorial 4x3, dividido em quatro tratamentos: controle,
monensina, quitosana de crustaceo e quitosana de peixes; e trés alimentos: milho moido,
farelo de soja e silagem de mandioca. Foi analisado a bromatologia, digestibilidade da
matéria seca e proteina bruta, parametros fermentativos, producdo de acidos graxos
volateis e cinética da fermentacdo ruminal. A analise bromatol6gica revelou maior teor de
matéria seca (95,49%) e auséncia de cinzas e proteinas residuais na quitosana extraida
das escamas, em comparacdo a quitosana obtida de crustaceos, o que demonstra maior
pureza do produto. O grau de desacetilacéo foi de (76%), o que caracteriza como quitosana.
A inclusdo de quitosana alterou a cinética e a digestibilidade ruminal, reduzindo a DIVMS e
DIVPB do farelo de soja e 0 N-NH3, mas estimulando a digestao proteica e a fermentacéo
de carboidratos da silagem de mandioca. Os resultados indicam que as escamas de tilapia
constituem uma fonte alternativa para producéo de quitosana de alta qualidade, devido aos
padrbes de digestibilidade e fermentacdo similares a quitosana de crustaceo, podendo ser
utilizada como aditivo modulador ruminal, indicada principalmente associadas a dietas
acidificantes do ambiente ruminal, como em confinamentos de alto gréo, por se tratatar de

um aditivo que auxilia no controle do pH ruminal.

Palavras-chave: consumo, digestibilidade, metano, microrganismos ruminais, modulador

ruminal, parametros fermentativos
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CHITOSAN AS A FEED ADDITIVE FOR RUMINANTS

ABSTRACT - This study aimed to develop and validate a method for extracting chitosan
from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) scales, based on their structural and bromatological
characteristics and potential uses. It also aimed to evaluate the effect of chitosan obtained
from fish scales on nutrient digestibility, fermentative parameters, and in vitro ruminal
fermentation kinetics of different feedstuffs. An integrative review on the use of chitosan was
conducted, synthesizing information on doses, effects on consumption, nutrient digestibility,
ruminal parameters, volatile fatty acid profile, and methane production, seeking to critically
evaluate data using chitosan and identify possible outdated themes for future research in
the area. Chitosan from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) scales was obtained through
deacetylation and solubilization steps and characterized by infrared spectroscopy (FTIR).
Subsequently, bromatological analyses and an in vitro ruminal degradability assay were
performed. To evaluate the fermentative, digestibility, and kinetic parameters, a randomized
block design was used, with a 4x3 factorial arrangement, divided into four treatments:
control, monensin, crustacean chitosan, and fish chitosan; and three feedstuffs: ground
corn, soybean meal, and cassava silage. Bromatological analysis, dry matter and crude
protein digestibility, fermentative parameters, volatile fatty acid production, and ruminal
fermentation kinetics were analyzed. Bromatological analysis revealed a higher dry matter
content (95.49%) and absence of ash and residual proteins in chitosan extracted from
scales, compared to chitosan obtained from crustaceans, demonstrating greater product
purity. The degree of deacetylation was 76%, characterizing it as chitosan. The inclusion of
chitosan altered ruminal kinetics and digestibility, reducing the in vitro dry matter digestibility
(IVDMD) and vitro crude protein digestibility (IVCPD) of soybean meal and N-NH;, but
stimulating protein digestion and carbohydrate fermentation of cassava silage. The results
indicate that tilapia scales constitute an alternative source for the production of high-quality
chitosan, due to digestibility and fermentation patterns similar to crustacean chitosan. They
can be used as a rumen modulating additive, particularly in association with diets that acidify

the rumen environment, such as in high-grain feedlots, as they help control rumen pH.

Keywords: consumption, digestibility, methane, ruminal microorganisms, ruminal

modulator, fermentative parameters



HIPOTESE
A quitosana de escama de peixe tem potencial de modulador ruminal, modificando

os parametros de fermentacdo ruminal e perfil de &cidos graxos volateis.

OBJETIVO(S)

Objetivo Geral

Avaliar o potencial da quitosana como aditivo alimentar em ruminantes,
considerando diferentes fontes (crustaceos e escamas de peixe), e comparar seus efeitos
com aditivos convencionais sobre fermentacdo ruminal, digestibilidade e eficiéncia de

utilizacdo de nutrientes.

Objetivos Especificos:

Realizar uma reviséo integrativa sobre o uso de quitosana na alimentacdo de bovinos,
sintetizando informacdes sobre doses, efeitos sobre consumo, digestibilidade, perfil de
acidos graxos volateis, producdo de metano e parametros ruminais.

Desenvolver e avaliar um método de extracdo de quitosana a partir de escamas de peixe
visando substituir a quitosana tradicional derivada de crustaceos.

Testar e comparar os efeitos da quitosana de peixe em relacdo & quitosana de crustaceos
e a monensina sobre a digestibilidade de nutrientes, parametros fermentativos, producéo
de acidos graxos volateis e a producdo total de gases e a cinética da fermentacao ruminal
dos alimentos em ruminantes.

Investigar a viabilidade do uso da quitosana como modulador ruminal natural, considerando

diferentes fontes e sua eficacia em substituir ou complementar aditivos convencionais.
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CAPITULO 1
REVISAO INTEGRATIVA

1. INTRODUCAO
Na alimentacdo de ruminantes, diversas classes de aditivos sdo empregadas com 0

objetivo de potencializar o desempenho produtivo e preservar a saude e o equilibrio
metabdlico dos animais. Entre os aditivos mais comuns destacam-se 0s acidos organicos,
enzimas, probioticos, prebidticos e extratos de plantas (Shah et al., 2022). O uso de aditivos
naturais em substituicdo a aditivos sintéticos na alimentagdo de ruminantes tem se
mostrado promissor por apresentar menor risco de residuos nos produtos de origem animal,
menor impacto ambiental e reduzida probabilidade de induzir resisténcia microbiana (Rey
et al., 2023). Além disso, muitos desses compostos atuam de forma multifuncional no
riumen, modulando a fermentacdo, melhorando a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes e
contribuindo para a satude animal sem os efeitos colaterais frequentemente associados aos
aditivos sintéticos.

Entre os aditivos naturais estudados com esse propésito, destaca-se a quitosana,
um polissacarideo obtido pela desacetilacdo da quitina, o segundo biopolimero mais
abundante na natureza, encontrado em exoesqueletos de crustaceos, escamas de peixes,
insetos e na parede celular de algumas plantas e fungos (Guarnieri et al., 2022). A quitosana
tem despertado grande interesse por ser biodegradavel, abundante, biocompativel e ndo
toxica, 0 que a torna uma alternativa promissora aos aditivos sintéticos tradicionalmente
utilizados na alimentacdo de ruminantes.

Seu potencial na nutricdo animal esta relacionado principalmente a capacidade de
modular a microbiota ruminal, influenciando os processos fermentativos e melhorando a
eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes (Harahap et al., 2022). Essa acao ¢é atribuida as suas
propriedades antimicrobianas e catibnicas, que permitem a molécula interagir com as
cargas negativas da membrana celular bacteriana, alterando sua permeabilidade, inibindo
0 crescimento de microrganismos e, em alguns casos, levando a lise celular (Rey et al.,
2023; Shah et al., 2022).

A modulacdo microbiana promovida pela quitosana pode resultar em reducéo das
populacbes de bactérias metanogénicas e proteoliticas, além de alteragbes no perfil dos
acidos graxos volateis (AGV), favorecendo a formacao de propionato em detrimento do
acetato, o que implica menor disponibilidade de hidrogénio para a metanogénese (Araujo
etal., 2015; Harahap et al., 2022; Rey et al., 2023). Esses efeitos, associados a manutencéo
da digestibilidade dos nutrientes, reforcam o potencial da quitosana como modulador

ruminal natural e ferramenta estratégica para mitigar as emissfes de metano, sem
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comprometer o desempenho animal.

Com o aumento da demanda global por produtos de origem animal e a necessidade
de reduzir o impacto ambiental da pecuéria, torna-se fundamental compreender de forma
abrangente os efeitos e mecanismos de acéo da quitosana na alimentacdo de ruminantes.
Assim, esta revisao integrativa tem como objetivo compilar, analisar criticamente e discutir
as evidéncias disponiveis na literatura cientifica sobre o0 uso de quitosana na nutricdo de
ruminantes, buscando identificar lacunas de conhecimento e apontar perspectivas para

futuras pesquisas voltadas a eficiéncia produtiva e sustentabilidade dos sistemas pecuarios.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Metodologia
Trata de um estudo de revisédo de literatura integrativa utilizado para gerar um

panorama consistente sobre o uso de quitosana como modulador ruminal na producéo
de ruminantes. Esse €, atualmente, o método mais amplo de pesquisa de revisdo por
determinar o conhecimento atual sobre uma tematica especifica, conduzida de modo a
identificar, analisar e sintetizar os resultados de estudos independentes sobre o mesmo

assunto.

2.1.1.Elaboracéo do protocolo e questdo norteadora

Um protocolo de revisdo (APENDICE A) foi previamente desenvolvido para
garantir os procedimentos corretos de busca, extracéo, andlise e transferéncia de dados
para a producdo de evidéncias cientificas de alto nivel, por meio de uma estratégia de
busca altamente sensivel para atender ao objetivo proposto. Para garantir a utilizacéo
de termos sensiveis para a busca de estudos adequados de forma ndo aleatéria na
revisao, foi realizada analise revisada por pares de artigos cientificos publicados sobre o
tema em estudo, uma vez que ndo ha padronizacdo de termos controlados
especificamente para a area.

Para elaboracdo da questdo norteadora desta reviséo foi utilizada a estratégia
mnemonica PVO, onde populacdo (P) estudada foi composta por bovinos, de corte ou
leite, a variavel (V) de interesse foi 0 uso de quitosana como aditivo suplementar e os
resultados (O, do inglés “outcome”) foram o consumo, digestibilidade, parametros
fermentativos e producdo de metano. Desta forma foi constituida a seguinte questao
norteadora: “Como o uso de quitosana como aditivo suplementar influencia o consumo,

digestibilidade, parametros fermentativos e producédo de metano em bovinos?



2.1.2.Busca nas bases de dados

A busca foi realizada por pares nas bases de dados: SCOPUS (Elsevier) e Web
of Science até o dia 24 de setembro de 2025. As bases de dados foram utilizadas por
possuirem alto indice de impacto na tematica abordada e serem de acesso gratuito,
facilitando o acesso aos artigos. Para ter acesso a base de dados foi utilizado o Portal
de Periodicos da CAPES, por meio do proxy da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD, Brasil). Os descritores utilizados na busca estédo descritos no Quadro
1.

Tabela 1. Descritores e operadores booleanos utilizados em cruzamento Gnico para
pesquisa de alta sensibilidade nas bases de dados.

Acrénimo Descritores
Populacdo | "Ruminants” OR "Beef cattle” OR "Cattle"” OR "Calf* OR "Heifer" OR
(P) "Bull" OR "Cow" OR "Dairy cattle"
AND

Variaveis | "Chitosan" OR "Chitosan supplementation” OR "Chitin" OR "Chitosan
V) degradation”

AND

"Digestibility" OR "Fermentation parameters" OR "Fermentation” OR
"Volatile fatty acids” OR "Ammonia nitrogen” OR "Gas production”

OR '"Intake" OR "Feed intake" OR "Ruminal fermentation" OR
Desfechos

(©)

“Nitrogen compound balance"” OR "Microbial synthesis" OR "Acid
detergent fiber" OR "Dry matter" OR "Dry matter intake" OR "Crude
protein” OR "Neutral detergent fiber" OR "Methane production” OR
"CH4" OR "Methanogenesis" OR "Methane enteric"

Com o intuito de retirar artigos que ndo eram de interesse no momento da busca,
foi utilizado o operador booleano “NOT”, seguido das palavras "Dressing" OR "Film" OR
"Chitosan nanoparticles” OR "Human" OR "Beef preservation” OR "Nano-chitosan” OR
"Empty chitosan nano-capsules" OR "Encapsulated chitosan" OR "Chitosan capsule”.

Foram incluidos artigos completos de pesquisa disponiveis nas bases de dados
eletrbnicas, realizados sob qualquer delineamento de pesquisa, que responderam a
guestao norteadora. Os estudos foram considerados relevantes quando: (1) tratavam de
pesquisa primaria publicada no formato de um artigo cientifico; (2) incluiam uso de

guitosana como aditivo alimentar para ruminantes; e (3) avaliavam o consumo,
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digestibilidade, fermentacdo ruminal e/ou producdo de metano entérico. Os artigos
duplicados dentro e entre as bases de dados foram considerados uma Unica vez.

Foram excluidos artigos no formato de editoriais, cartas ao editor, resumos,
opinido de especialistas, outras revisdes, correspondéncias, resenhas, capitulos de
livros, teses e dissertacdes, resumos, palestras, livros ou capitulos de livros. Artigos que
avaliaram quitosana como material para encapsulacédo de tratamentos ndo foram
incluidos na reviséo, uma vez que o foco esteve direcionado a sua utilizagdo como aditivo
nutricional na dieta. Artigos que tratavam de espécies diferentes de bovinos, dados
graficos sem valores e resultados da utilizacdo de quitosana associada a outros aditivos,
sem dados Unicos foram excluidos. As unidade de medida foram padronizadas em
mg/dL, mol/100mol e mL/d.

2.1.3.Triagem e coleta de dados

Na primeira etapa de triagem do banco de dados, dois revisores avaliaram o0s
resultados da pesquisa de forma individual, por meio da leitura dos titulos e resumos.
Logo apéds, as discordancias entre os revisores foram resolvidas por meio de uma
reunido de consenso. Em uma segunda etapa os textos completos dos artigos
selecionados foram examinados na integra e avaliados quanto aos critérios de
elegibilidade. O software Microsoft Excel® foi utilizado em todas as etapas de triagem.

Utilizou-se um formulario no software Microsoft Excel® para tabulacdo de dados
desenvolvido especificamente para os fins deste estudo, com a incluséo de informagdes
sobre a identificacao da publicacao (titulo do artigo, bases de dados indexadas, autores,
pais, idiome e ano de publicacdo), nome do periédico cientifico, caracteristicas
metodoldgicas (tipo de estudo, delineamento experimental, critérios de composicao dos
grupos tratamento e controle, periodo experimental, variaveis avaliadas e principais
resultados), além de informacdes sobre o tipo de quitosana utilizada (origem, forma de
administracdo e dose), parametros fermentativos e de digestibilidade, indicadores de
desempenho produtivo dos animais, limitagbes relatadas e conclusbes apresentadas
pelos autores. Os artigos néo foram filtrados segundo ano de publicacao, idioma ou pais
de origem.

2.1.4.Analise critica dos estudos incluidos

Inicialmente os estudos foram classificados de acordo com o nivel de evidéncia

produzida (JBI evidence level) e incluidos os que apresentaram nivel 1 de acordo com
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os instrumentos CASP como garantia de inclusdo apenas de estudo de maior poder de

evidéncia.

Para avaliagdo da qualidade metodoldgica dos estudos incluidos foram utilizados
os instrumentos CASP por tipo de desenho metodoldgico (disponivel em: https://casp-
uk.net/casp-tools-checklists/), com inclusdo apenas dos que atenderam aos critérios
indispensaveis de cumprimento dos métodos de pesquisa anunciados em cada trabalho.
Adicionalmente foi realizada uma analise por meio da estatistica descritiva dos dados.

2.1.5. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a uma sintese quantitativa explorat6ria, com o objetivo
de sintetizar e interpretar os resultados obtidos nos estudos incluidos. Inicialmente,
realizou-se uma analise descritiva das variaveis de interesse. Em seguida, aplicou-se
analise de regressdo para investigar possiveis relacées entre a dose de quitosana e 0s
efeitos observados sobre os parametros avaliados.

Foi conduzida uma analise de cluster, com o objetivo de agrupar as variaveis ou
estudos com perfis semelhantes, facilitando a identificacdo de tendéncias e associacfes
relevantes entre os diferentes parametros avaliados. Todas as analises foram conduzidas
utilizando o software Minitab® 17.1.0.

2.2. Revisao integrativa

O software Microsoft Excel® foi utilizado para tabular as informac6es dos artigos, a
fim de eliminar duplicidade. Foram identificados 207 documentos (Figura 1), sendo 190
artigos selecionados para leitura do titulo, resumo e palavras-chave. Do total, 27 foram
identificados como fontes potenciais de dados de interesse. Um total de 17 artigos foram
considerados elegiveis e incluidos devido a robustez metodoldgica para extracdo dos
dados, por se tratarem da espécie explorada e administracdo de dose de quitosana
individual (Figura 1 ). Todos os estudos apresentaram alto nivel de evidencia (nivel 1) por
serem estudos individuais com delineamento experimental.

Foram incluidos 17 artigos completos para extracdo de dados. Os artigos incluidos
na revisao foram publicados de 2015 a 2025, sendo 41,17% publicado nos ultimos cinco
anos. As pesquisas foram realizadas predominamente no Brasil (= 71% dos estudos),
seguido por Reino Unido, EUA, México, Irlanda e Espanha.

Os estudos incluidos foram realizados in vivo (14) ou in vitro (4). Os estudos

foram realizados em bovinos de corte ou bovinos leiteiros, com predominancia das racas
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Nelore, Mestico (Holandés x Zebu, Holandés x Pardo Suico, Holandés x Belgian Blue),

Jersey ou Holandés, totalizando 173 animais amostrados.

° i Registros identificados Registros identificados
j?: na Scopus na Web of Science
2 (n=111) (=196 )
=3
.s i t TOTAL de 207 artigos indexados ‘
Registros excluidos por duplicidade dentro das

i bases
i (n=17)
-
5 |
-
i | Artigos para leitura titulo resumo e

palavra

(n=190)
‘: l Textos completos excluidos
3 Textos completos avaliados cp;;naéz;&g:?;?;f:;:';m
- H I I L1
= i para ie_glzl.‘;h]dade ndo terem uma dosagem
jE: Unica de quitosana como
L investigacio

' (n=10)

‘8 Estudos incluidos na
2
IS revisdo integrativa
g (n=17)

Figura 1. Fluxograma PRISMA — etapas da revisado integrativa, elaborado pelos autores.

Todos os trabalhados avaliaram uso de quitosana de crustaceos, utilizando doses
com valores entre 50 mg/kg a 11.150 mg/kg de MS (Tabela 1). Os efeitos observados
ocorreram entre doses de 400 a 4.000 mg/kg de MS, sendo que doses elevadas (>10.000
mg/kg) quando utilizadas em dietas predominantemente volumosa, geralmente reduzem a
digestibilidade (Kirwan et al., 2021).

Tabela 2. Caracteristicas metodoldgicas dos estudos incluidos nessa revisao.

. Tipo Incluséo
Pais . N? Fonte de _
Autor/ano ) Populacao? de ) quitosana
Realizado amostral quitosana
estudo (mg/kg de MS)
B 50
Araujo, et al., , . ]
Brasil Nelore 8 Invivo Crustaceo 100

2015
150



Belanche, et
al., 2016

Carvalho, et
al., 2025
Del Valle, et
al., 2016

Dias, et al.,
2017

Gandra, et al.,
2016

Henry, et al.,
2015

Jiménez-
Ocampo, et
al., 2021

Kirwan, et al.,
2021

Oliveira, et al.,
2025

Paiva, et al.,
2016

Pereira, et al.,
2019
Rey, et al.,
2023
Silva, et al.,
2025

Vendraminia,

Reino Unido

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

USA*

México

Irlanda

Brasil

Brasil

Brasil

Espanha

Brasil

Brasil

Jersey

Holandés

Mestico

Jersey

Mestico

Mestico

Belgian
blue e
Holandés
Holandés x
Zebu

Holandés

Holandés e

Pardo suico
Mestico

Holandés

24

12

24

16

24

In vitro

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

In vivo

In vivo

In

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

Crustaceo

19
500

1000
2000

4000

4000

400
800
1200
1600

2000

5575
11149
5688
11150

1500
3000

10000

375

75
150
225

900

135

900

150




et al., 2016
Vieira, et al.,
2022
Zanferari, et
al., 2018

Brasil

Brasil

Holandés

24

20

Vivo
In vitro Crustaceo 500
In vivo Crustaceo 4000

INUmero de animais utilizados no experimento; 2Rac¢a animal utilizada; *Estados Unidos

da América.

A maioria dos estudos trabalhou com relacéo volumoso:concentrado entre 50:50 e

60:40 (Tabela 3). No entanto, segundo Oliveira et al. (2025), efeitos mais expressivos do

uso da quitosana aparecem em dietas de alto concentrado (20:80; 15:85), indicando maior

sensibilidade do ambiente ruminal nesses sistemas.

Tabela 3. Dados de concentracdo volumoso:concentrado, consumo e digestibilidade animal

suplementados com quitosana.

DIVMS Inclusao
Consumo (kg DIVPB (g/kg .
Autor/ano V:Cl (g/kg de guitosana
’ de MS) de MS)
MS) (mg/kg de MS)
) 8,49 675 649 50
Aradjo, et al.,
60:40 8,39 683 664 100
2015
8,25 690 675 150
500
Belanche, et
67:33 - - - 1000
al., 2016
2000
Carvalho, et al.,
50:50 16,0 608 654 4000
2025
Del Valle, et al.,
50:50 21,2 740 767 4000
2017
10,2 664 808 400
Dias, et al., 046 14,1 656 774 800
2017 ' 12,0 664 781 1200
10,5 675 786 1600
Gandra, et al.,
50:50 5,66 692 770.,8 2000
2016
Henry, et al., 15:85 8,1 488 592.6 5575
2015 9,4 511,89 622.,8 11149
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Jiménez-
Ocampo, et al.,
2021
Kirwan, et al.,
2021
Oliveira, et al.,
2025

Paiva, et al.,
2016

Pereira, et al.,
2019

Rey, et al.,
2023
Silva, et al.,
2025
Vendraminia, et
al., 2016

Vieira, et al.,
2022

Zanferari, et al.,
2018

64:36

70:30

50:50

15:85

63:37

100:0
50:50
40:60
20:80

63:37

60:40

50:50

20:80

35:65

50:50

65:35

100

50:50

8,9
8,1

8,69
8,97

12,31
12,14

7,23

20,3
19,4
20,2

6,37

22,8

22,6

440,4
384,7

582,2
603,8

2427
239,2

454

660
670
670
620
790
840
890

660,5

670

686
654
605
533
357

377,95

534,4
552,7

661,3
681,6

247,4
218,4

616

720
731
731
200
390
570
760

723,28

700

486
671
695
655
366

390,94

5688
11150

1500
3000

10000
10000

375

75
150
225

900

135

900

150

500

4000

Proporcao volumoso:concentrado.

Os parametros fermentativos e a estimativa da producdo de metano de animais

suplementados com quitosana esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros fermentativos e estimativa da producdo de metano de animais
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suplementados com quitosana

Incluséo
_ ' Metano quitosana
Autor/ano pH N-NHst! Acetato Proprionato Butirato A:P?
(mL/d) (mg/kg
de MS)
6,30 18,1 69,0 -
. 19,5 11,4 3,5 50
Aradjo, etal., 6,30 17,6 68,6 -
20,2 11,1 3,4 100
2015 6,30 15,6 67,9 -
21,1 10,8 3,2 150
6,45 12,1 69,2 15,1 12,0 - 11,9 500
Belanche, et
6,46 18,6 69,1 15,4 11,8 - 10,8 1000
al., 2016
6,44 14,7 68,7 18,6 9,5 - 9,67 2000
Carvalho, et
6,7 - - - - - - 4000
al., 2025
Del Valle, et
6,46 33,6 66,1 21,5 12,4 3,13 - 4000
al., 2017
6,46 123 65,4 13,0 794 4,92 - 400
Dias, etal., 6,55 12’6 60,8 13,1 7,38 4,89 - 800
2017 6,53 10’6 63,5 12,3 7,39 5,03 - 1200
6,54 ’ 64,8 15,4 784 4,22 - 1600
Gandra, et al.,
- - - - - - - 2000
2017
5,66 6,86 63,6 21,4 10,8 2,98 58,23 5575
Henry, etal., 5,73 6,85 63,5 21,4 10,7 2,98 57,68 11149
2015 6,64 5,43 73,0 15,7 7,9 4,66 160,32 5688
6,63 5,44 73,5 15,5 7,7 4,77 216,61 11150
_ ) 6,5 - 48,86 24,59 18,75 1,99 221,08 1500
Jimenéz-
6,4 - 48,76 24,63 18,65 1,98 224,67 3000
Ocampo, et
6,8 17,2 41,9 24,8 20, 1,6 27,9 1500
al., 2021
6,7 12,8 43,1 26,2 18,6 1,6 51,8 3000
Kirwan, etal., 6,47 37,69 11,2 1,4 1,0 8,51 - 10000
2021 6,45 24,52 11,5 1,3 1,0 9,07 - 10000
Oliveira, et al.,
9025 6,22 25,82 5,8 2,6 1,9 2,24 25,81 375

Paiva, etal.,, 6,42 24,11 66,08 19,60 13,40 3,47 - 75
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2016 6,38 25,64 68,01 21,56 10,73 3,25 - 150
6,34 26,93 67,42 23,25 10,33 3,01 - 225
7,09 10,24 - - - - -
Pereira, etal., 6,67 19,01 - - - - -
900
2019 6,71 21,50 - - - - -
6,35 27,17 - - - - -
Rey, et al.,
- - 64,1 18,2 14,1 3,54 331,17 135
2023
Silva, et al.,
6,57 41,24 53,53 18,30 8,23 4,03 - 900
2025
Vendraminia,
6,11 22,30 62,10 22,00 11,40 2,86 - 150
et al., 2016
6,66 10,67 8,99 7,92 0,77 1,26 -
. 6,56 17,56 9,86 11,64 0,72 0,92 -
Vieira, et al.,
9025 6,55 13,71 8,18 6,07 0,60 1,35 - 500
6,58 17,42 10,20 9,81 0,71 1,04 -
6,68 16,04 10,10 11,40 0,66 0,88 -
Zanferari, et
6,33 22,70 60,90 23,10 11,10 2,66 - 4000

al., 2018

IN-NHs: nitrogénio amoniacal; 2A:P = relacdo acetato:propionato.

A andlise descritiva dos dados de consumo, digestibilidade e parametros
fermentativos de trabalhos com bovinos de corte ou leite suplementados com quitosana
indica que este biopolimero tem efeito consistente sobre os parametros ruminais e
fermentativos (Tabela 4). O consumo de MS apresentou média de 12,41 kg/dia, com
elevada variabilidade, que pode ser explicada pelas diferencas entre categorias animais e
pesos, com animais de 140 a 752 kg PV.

Dias et al. (2017), encontrou efeito positivo da quitosana na ingestdo de MS em
bovinos a pasto, em contrapartida Gandra et al. (2016) trabalhando com vacas em lactacéo,
observou diminuigcdo no consumo, porém ambos os trabalhos apresentaram melhorias na
digestibilidade dos nutrientes, o que reforca a atuacdo da quitosana dependente da

proporcao V:C e da dose utilizada.

Tabela 5. Andlise descritiva dos dados de consumo, digestibilidade e parametros
fermentativos da amostra de artigos
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Variavel N Média EPM DP Minimo Méaximo
Consumo de MS (kg/d) 25 1241 1,10 5,50 5,66 22,80
DIVMS (g/kg de MS) 34 599,30 26,00 151,80 239,20 890,00
DIVPB (g/kg de MS) 34 613,20 28,70 167,60 200,00 808,00
pH 38 6,46 0,04 0,25 5,66 7,03
N-NHs (mg/dL) 36 17,80 1,49 8,96 0,00 41,24
AGV total (mol/100mol) 21 103,03 5,90 27,03 57,10 145,50
Acetato (mol/100mol) 34 57,74 4,25 24,81 8,18 115,30
Propionato (mol/100mol) 34 17,83 0,92 5,35 6,07 26,20
Butirato (mol/200mol) 33 12,72 2,73 15,67 0,60 94,70
C2:C3 31 3,23 0,34 1,91 0,88 9,07
Metano (mL/d) 13 108,30 30,00 108,20 9,70 331,20

IDIVMS = digestibilidade in vitro da matéria seca; °DIVPB = digestibilidade in vitro da
proteina bruta; 3N-NHs: nitrogénio amoniacal; 4 A:P= relacédo acetato:propionato; EPM =
erro padrdo da média; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variacao.

A DIVMS média foi de 60% o que indica uma atividade microbiana adequada, tipica

de dietas de ruminantes com ingredientes fibrosos (Tabela 5). A incluséo de quitosana na

dieta influenciou de forma quadratica (p<0,001) a DIVMS, conforme descrito pela equacao:
DIVMS (g/kg MS) = 687,4 — 0,05100x + 0,000002x2 (R2=44,2% Figura 2). Observa-se que

0 aumento da concentracdo de quitosana resultou em

reducdo acentuada da

digestibilidade, atingindo valores minimos de DIVMS quando utilizado doses em torno de
11.000 a 11.500 mg/kg de MS (Figura 2).
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Figura 2. Relac&o entre a inclusdo de quitosana (mg/kg MS) e a digestibilidade in vitro da
matéria seca (DIVMS, g/kg MS). DIVMS (g/kg MS) = 673,5 - 0,02988x (R2 = 44,2%;
P<0,001)

Um valor superior de DIVMS (> 600 g/kg MS) é alcancado com uma incluséo
moderada de quitosana (=1.850 mg/kg de MS; Figura 2). Embora o consumo de matéria
seca esteja fundamentalmente mais relacionado ao peso corporal do animal e a
digestibilidade da dieta (Blake et al., 2023), este padréo sugere que a inclusdo em excesso
desse aditivo pode ndo apenas ser ineficaz, mas também atuar como um fator limitante ou
redutor do consumo.

Resultados semelhantes foram observados por Min et al. (2003) e Silva et al. (2023)
que relataram reducdo da digestibilidade com inclusdo de compostos de acao
antimicrobiana natural, principalmente devido a inibicdo seletiva de bactérias celuloliticas e
proteoliticas, comprometendo a degradacao da fibra e, consequentemente, a digestibilidade
da matéria seca. Esse mecanismo ainda sugere o favorecimento do fluxo de proteina néo
degradada no riumen para ser absorvida a nivel intestinal (Shah et al., 2022), alterando a
particdo de nutrientes sem comprometer totalmente a eficiéncia digestiva do animal.

A DIVPB semelhante a da MS (média de 613,20 g/kg MS) indica que a quitosana
nao comprometeu a disponibilidade proteica. Esse resultado esta em consonancia com o
pH ruminal médio de 6,46, que caracteriza um ambiente favoravel a atividade microbiana e

a digestdo de fibra (Kirwan et al.,, 2021), permitindo a sintese eficiente de proteina
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microbiana. Apesar disso, a reducao acentuada do N-NH; em determinados momentos,

cuja média foi de 17,8 mg/dL e variou de 8,96 a 41,24 mg/dL, sugere menor degradacéo
ruminal da proteina, o que possivelmente favoreceu o fluxo de proteina ndo degradada para
o intestino, mantendo a digestibilidade observada (Tabela 4).

A maior eficiéncia no uso do nitrogénio (concentracdes de N-NHs < 20 mg/dL) foi
observada em DIVPB > 450 g/kg de MS e inclusdo de quitosana < 5.000 mg/kg de MS
(Figura 3). Kirwan et al. (2021), utilizando superdosagem de 10 g/kg de MS, sugeriu um
desequilibrio metabdlico que pode ter inibido a acdo de microrganismos cruciais ou limitado
a energia disponivel para sintese proteica, fazendo com que o nitrogénio se acumulasse,
sendo excretado nas fezes. Ja Gandra et al. (2016), observou uma reducéo no nitrogénio
excretado nas fezes, utilizando uma dosagem de 2 g/kg de MS, sugerindo que a quitosana
pode ser mais eficiente em dosagens mais baixas.

Logo, a inclusdo de quitosana deve ser vista como uma estratégia para melhorar o
metabolismo nitrogenado no rimen. Contudo, é necessario que sua aplicacao seja ajustada
ao teor de proteina e energia da dieta, visto que em dietas com baixa qualidade proteica, a
quitosana demonstrou ser ineficaz ou prejudicial, resultando em acimulo maior de aménia
(Figura 3).

N-NH3
mg/dL
10000 B <
WMo 15
Mis- 2
20 - 25
8000 25 — 30
W3- 35
M35 - 40
_ B > 42
6000 "

4000

Inclusé@o Quitosana (mg/kg MS)

2000

200 300 400 500 600 700 800
DIVPB (g/kg MS)

Figura 3. Mapa de Contorno da interacdo entre inclusdo de quitosana (mg/kg de MS) e
digestibilidade in vitro da proteina bruta (DIVPB, g/kg de MS) sobre a producao de nitrogénio
amoniacal (N-NHs).



27

120

100

80

60

Acetato mol/100mol

40

20

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Inclusdo Quitosana (mg/kg MS)

Figura 4. Relacdo entre a inclusdo de quitosana (mg/kg MS) e a producdo de acetato.
Acetato mol/100mol = 48,98 + 0,003594 x (R2 = 24,0%; P=0,003)

O acetato médio (57,7 mol/100 mol) (Figura 4) é relativamente alto em relacdo ao
propionato (17,3 mol/100 mol), resultando em uma relacao A:P de 3,23 (Figura 5), tipico de
dietas com proporc¢des volumoso:concentrado 70:30 com fermentacédo predominantemente
celulolitica (Wang et al., 2020). Isso indica que, em média, a inclusdo de quitosana néo
alterou drasticamente o padrdao de fermentacdo ruminal, mantendo a producdo de AGV
compativel com uma fermentacao de fibra eficiente. Embora a média de propionato esteja
dentro do esperado, o desvio padrdo e o CV elevados sugerem variacdo consideravel entre
os estudos, o que pode indicar a variacado das dietas utilizadas e a acdo da quitosana,
modulando o ambiente ruminal e melhorando a propor¢cdo A:P (Oliveira et al., 2025;
Vendraminia et al., 2016).
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Figura 5. Relacao entre a inclusao de quitosana (mg/kg MS) e a relacao acetato:proprionato
(C2:C3). C2:C3 = 2,559 + 0,000298 x (R2 = 29,8%; P=0,001)

A producdo de metano apresentou média de 108,3 mL/dia (Tabela 3), porém com
ampla dispersédo (DP = 108,20), reforcando que, embora alguns estudos relatem reducao
na emissao de metano com quitosana, os efeitos sdo dependentes da fermentacéo entérica
e producdo de AGV no rumen (Rey et al., 2023) (Figura 4).

O dendograma, resultante da andlise de cluster hierarquico, revela as relacdes de
similaridade entre as varidveis de desempenho, digestibilidade e metabolismo ruminal
(Figura 4). O grupo 1 inclui as variaveis consumo de MS e DIVMS; dietas de alta qualidade
tendem a apresentar maior digestibilidade, o que, por sua vez, pode influenciar
positivamente a ingestédo. O grupo 2, formado pelos AGV, demonstra que as concentracdes
molares dos acidos graxos sdo altamente interdependentes e influenciada pela dieta e
populacdo microbiana ruminal. O grupo 3 apresenta alta similaridade entre A:P e producéo
de metano, o que confirma que a manipulag&o do propionato (via de escape de hidrogénio)
ou acetato (gerador de hidrogénio) é o principal regulador da metanogénese. O pH se uniu
a esse subgrupo, indicando que o ambiente ruminal € fator determinante para populagéo
das arqueias metanogénicas. O agrupamento de DIVPB com N-NHs é esperado, visto que

N-NHs € o principal produto da degradacao proteica no rumen.
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Figura 6. Inter-relacéo entre as variaveis de desempenho e metabolismo ruminal por meio

da Andlise de Agrupamento (Cluster) Hierarquico.

De modo geral, a quitosana atua como modulador natural da fermentacao ruminal,
apresentando efeitos positivos sobre a digestibilidade dos nutrientes e a eficiéncia de
utilizacdo do nitrogénio. Sua acdo vai depender principalmente da proporcao
volumoso:concentrado das dietas e dose utilizada, visto que ainda requer padronizagao de
doses e caracterizacdo de sua fonte e pureza para uso consistente em sistemas de
producédo de ruminantes.

O grau de desacetilacdo e a pureza do polissacarideo influenciam diretamente sua
estrutura e, consequentemente, sua atividade antimicrobiana e seu desempenho no rimen.
Atualmente, a falta de padronizacgéo universal de doses e informacdes acerca da pureza do
polissacarideo em trabalhos da area de ciéncia animal, impede a extrapolagcéo consistente
dos resultados para diferentes sistemas de producdo de ruminantes, tornando a otimizacao

de dietas um desafio especifico para cada formulacdo do aditivo.

2.3. LimitagOes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

Uma limitagéo identificada nesta reviséo foi a falta de padronizagao das unidades de
medida entre os estudos, o que dificultou a comparacéo direta e a realizacdo de anélises
integradas. Além disso, alguns trabalhos apresentaram os resultados apenas em formato
de figuras, sem disponibilizar os dados tabulados necessarios para extracdo e analise
quantitativa. Outra limitagdo foi a diversidade de espécies estudadas; enquanto alguns

trabalhos avaliaram caprinos e bubalinos, outros ndo puderam ser incluidos por utilizarem
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guitosana associada a outros aditivos ou ndo possuirem uma dosagem unica de quitosana,

inviabilizando comparacoes.

Para trabalhos futuros, sugere-se investigar o efeito da quitosana em diferentes
dietas e niveis de incluséo, avaliar sua acao isolada versus combinada com outros aditivos,
explorar diferentes espécies ruminantes, além de padronizar unidades e disponibilizar

dados tabulados para permitir meta-analises robustas.

2.4. CONSIDERACOES FINAIS

A quitosana derivada de crustaceos atua como modulador da fermenta¢@o ruminal
em bovinos, com efeitos consistentes sobre digestibilidade, perfil de acidos graxos volateis
e utilizacao de nitrogénio. De modo geral, a quitosana mostra potencial como aditivo natural
para modulacdo ruminal, favorecendo digestibilidade, eficiéncia de nitrogénio e perfil de
AGV’s em doses moderadas (até 5.000 mg/kg MS), mas a variabilidade entre estudos
reforca a necessidade de padronizacdo de doses, caracterizacdo da fonte e pureza, além
de avaliacdo em diferentes dietas e espécies para aplicacdo consistente na producédo de

ruminantes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAUJO, A. P. C.; VENTURELLI, B. C.; SANTOS, M. C. B.; GARDINAL, R.; CONSOLO,
N. R. B.; CALOMENI, G. D.; FREITAS, J. E.; BARLETTA, R. V.; GANDRA, J. R.; PAIVA, P.
G.; RENNO, F. P. Chitosan affects total nutrient digestion and ruminal fermentation in
Nellore steers. Animal Feed Science and Technology, v. 206, p. 114-118, 2015. DOI:
10.1016/j.anifeedsci.2015.05.016.

BELANCHE, A.; RAMOS-MORALES, E.; NEWBOLD, C. J. In vitro screening of natural feed
additives from crustaceans, diatoms, seaweeds and plant extracts to manipulate rumen
fermentation. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 96, n. 9, p. 3069-3078, 2016.
DOI: 10.1002/jsfa.7481.

BLAKE, N. E.; WALKER, M.; PLUM, S.; HUBBART, J. A.; HATTON, J.; MATA-PADRINO,
D.; HOLASKOVA, I.; WILSON, M. E. Predicting dry matter intake in beef cattle. Journal of
Animal Science, v. 101, 2023, skad269. DOI: https://doi.org/10.1093/jas/skad269

AGUIAR, F. S.; BEZERRA, L. R.; CORDAO, M. A.; CAVALCANTE, I. T. R.; OLIVEIRA, J.
P. F.; NASCIMENTO, R. R.; SOUZA, B. B.; OLIVEIRA, R. L.; PEREIRA, E. S.; FILHO, J. M.
P. Effects of increased total tannin levels on intake, digestibility, and nitrogen, water, and
energy balance in lamb hair. Animals, v. 13, art. 2497, 2023. DOI: 10.3390/ani13152497.

CARVALHO, V. M.; MENEZES, O. C.; SILVA, N. S.; PINA, D. S.; CARVALHO, G. G. P,
SILVA, R. D. G.; ARAUJO, M. L. G. M. L.; RIBEIRO, C. V. M.; ROTTA, P. P.;BRANT, L. M.
S.; JUNIOR, J. E. F. Effects of ruminal infusion of unsaturated fatty acids on digestive
parameters, milk fatty acids and ruminal kinetics in Jersey cows supplemented with
chitosan. Tropical Animal Health and Production, v. 57, art. 164, 2025. DOI:
10.1007/s11250-025-04403-w.



https://doi.org/10.1093/jas/skad269

31

OLIVEIRA, R. T.; GOES, R. H. T. B.; GANDRA, J. R.; CRUZ, F. N. F.; SILVA, N. G.;
OLIVEIRA, L. S.; ROYER, J. L.; BATISTA DOMICIANO, L. G.; AZEVEDO, T. L. P,
ARAUJO, C. M. C. Chitosan and cashew nut shell liquid as sustainable additives: enhancing
starch digestibility and reducing methane emissions in high-grain diets for feedlot cattle.
Polymers, v. 17, n. 13, art. 1860, 2025. DOI: 10.3390/polym17131860.

DEL VALLE, T. A.; PAIVA, P. G.; JESUS, E. F.; ALMEIDA, G. F.; ZANFERARI, F.; COSTA,
A. G.B. V. B.;BUENOQ, I. C. S.; RENNO, F. P. Dietary chitosan improves nitrogen use and
feed conversion in diets for mid-lactation dairy cows. Livestock Science, v. 201, p. 22-29,
2017. DOI: 10.1016/.livsci.2017.04.003.

DIAS, A. O. C.; GOES, R. H. T. B.; GANDRA, J. R.; BRANCO, A. F.; JACAUNA, A. G.;
OLIVEIRA, R. T.; SOUZA, C. J. S.; VAZ, M. S. M. Increasing doses of chitosan to grazing
beef steers: nutrient intake and digestibility, ruminal fermentation, and nitrogen utilization.
Animal Feed Science and Technology, v. 225, p. 77-87, 2017. DOl
10.1016/j.anifeedsci.2017.01.015.

GANDRA, J. R.; TAKIYA, C. S.; OLIVEIRA, E. R.; PAIVA, P. G.; GOES, R. H. T. B;;
GANDRA, E. R. S.; ARAKI, H. M. C. Nutrient digestion, microbial protein synthesis, and
blood metabolites of Jersey heifers fed chitosan and whole raw soybeans. Revista Brasileira
de Zootecnia, v. 43, n. 3, p. 130-137, 2016. DOI: 10.1590/S1806-92902016000300007.

GUARNIERI, A.; TRIUNFO, M.; SCIEUZO, C.; IANNICIELLO, D.; TAFI, E.; HAHN, T.;
ZIBEK, S.; SALVIA, R.; BONIS, A.; FALABELLA, P. Antimicrobial properties of chitosan from
different developmental stages of the bioconverter insect Hermetia illucens. Scientific
Reports, v. 12, n. 8084, 2022. DOI: 10.1038/s41598-022-12150-3.

HARAHAP, R. P.; SUHARTI, S.; MUHAMMAD, R.; LACONI, E. B.; NAHROWI, N.; IRAWAN,
A.; KONDO, M.; OBITSU, T.; JAYANEGARA, A. Meta-analysis of dietary chitosan effects
on performance, nutrient utilization, and product characteristics of ruminants. Animal
Science Journal, v. 93, €13676, 2022. DOI: https://doi.org/10.1111/as|.13676.

HENRY, D. D.; MORENO, M.; CIRIACO, F. M.; KOHMANN, M.; MERCADANTE, V. R. G;
LAMB, G. C.; DILORENZzZO, N. Effects of chitosan on nutrient digestibility, methane
emissions, and in vitro fermentation in beef cattle. Journal of Animal Science, v. 93, n. 7, p.
3539-3550, 2015. DOI: 10.2527/jas2014-8844.

JIMENEZ-OCAMPO, R.; MONTOYA-FLORES, M. D., HERRERA-TORRES, E.
PAMANES-CARRASCO, G.; ARCEO-CASTILLO, J. I.; VALENCIA-SALAZAR, S. S.;
ARANGO, J.; AGUILAR-PEREZ, C. F.; RAMIREZ-AVILES, L.; SOLORIO-SANCHEZ, F. J.;
PINEIRO-VAZQUEZ, A. T. KU-VERA, J. C.
Effect of chitosan and naringin on enteric methane emissions in crossbred heifers fed
tropical grass. Animals, v. 11, n. 6, art. 1599, 2021. DOI: 10.3390/ani11061599.

KIRWAN, S. F.; PIERCE, K. M.; SERRA, E.; McDONALD, M.; RAJAURIA, G.; BOLAND, T.
M. Effect of chitosan inclusion and dietary crude protein level on nutrient intake and
digestibility, ruminal fermentation, and nitrogen excretion in beef heifers offered a grass
silage-based diet. Animals, v. 11, n. 3, art. 771, 2021. DOI: 10.3390/ani11030771.

MIN, B. R.; BARRY, T. N.; ATTWOOD, G. T.; McNABB, W. C. The effect of condensed
tannins on the nutrition and health of ruminants fed fresh temperate forages: a review.
Animal Feed Science and Technology, v. 106, p. 3-19, 2003. DOI: 10.1016/S0377-
8401(03)00041-5.

PAIVA, P. G. de; JESUS, E. F. de; DEL VALLE, T. A.; ALMEIDA, G. F. de; COSTA, A. G.
B. V. B.; CONSENTINI, C. E. C.; ZANFERARI, F.; TAKIYA, C. S.; BUENO, I. C. S.; RENNO,
F. P. Effects of chitosan on ruminal fermentation, nutrient digestibility, and milk yield and



https://doi.org/10.1111/asj.13676

32
composition of dairy cows. Animal Production Science, v. 57, n. 2, p. 301-307, 2016. DOI:
10.1071/AN15329.

PEREIRA, D. C.; GOES, R. H. T. B.; MARTINEZ, A. C.; GANDRA, J. R.; PRESENDO, E;
SANTOS, M. V.; OLIVEIRA, R. T.; SILVA, N. G.; RIBEIRO, M. G.; ALVEZ, J. L. R. In vitro
evaluation of the association of chitosan and cashew nut shell liquid as additives for
ruminants. Revista Brasileira de Saude e Produgdo Animal, v. 20, e05102019, 2019. DOI:
10.1590/S1519-994005102019.

REY, J.. DIAZ DE OTALORA, X.; ATXAERANDIO, R.: MANDALUNIZ, N.: GARCIA-
RODRIGUEZ, A.; GONZALEZ-RECIO, O.; LOPEZ-GARCIA, A.; RUIiZ, R.; GOIRI, |. Effect
of chitosan on ruminal fermentation and microbial communities, methane emissions, and
productive performance of dairy cattle.. Animals, v. 13, n. 18, art. 2861, 2023. DOI:
10.3390/ani13182861

SHAH, A. M.; QAZI, I. H.; MATRA, M.; WANAPAT, M. Role of chitin and chitosan in ruminant
diets and their impact on digestibility, microbiota and performance of ruminants.
Fermentation, v. 8, art. 549, 2022. DOI: 10.3390/fermentation8100549.

SILVA, N. G.; GOES, R. H. T. B.; OLIVEIRA, R. T.; GANDRA, J. R.; CONSOLO, N. R. B.;
SANTOS, M. V.; ANSCHAU, D. G.; SILVA, G. K. R.;; CRUZ, F. N. F.; OLIVEIRA, L. S
SOUZA, Y. G. S. Chitosan associated with technical cashew nut shell liquid in supplements
for grazing beef steers: nitrogen balance and rumen metabolism. New Zealand Journal of
Agricultural Research, v. 68, n. 3, p. 1-21, 2023. DOI: 10.1080/00288233.2023.2285805.

VENDRAMINI, T. H. A.; TAKIYA, C. S.; SILVA, T. H.; ZANFERARI, F.; RENTAS, M. F,;
BERTONI, J. C.; CONSENTINI, C. E. C.; GARDINAL, R.; ACEDO, T. S.; RENNO, F. P.
Effects of a blend of essential oils, chitosan or monensin on nutrient intake and digestibility
of lactating dairy cows. Animal Feed Science and Technology, v. 214, p. 12-21, 2016. DOI:
10.1016/j.anifeedsci.2016.01.015.

VIEIRA, E. R. Q.; GOES, R. H. T. B.; DIAZ, T. G.; OSMARI, M. P.; SENO, L. O.; ITAVO, L.
C.V.; GANDRA, J. R.; ANSCHAU, D. G.; OLIVEIRA, R. T.; SILVA, N. G.; JACAUNA, A. G.
Chitosan combined with technical cashew nut shell liquid improves in vitro ruminal
parameters and gas production kinetics. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 51, €20200186,
2022. DOI: 10.37496/rbz5120200186.

ZANFERARI, F.; VENDRAMINI, T. H. A.; RENTAS, M. F.; GARDINAL, R.; CALOMENI, G.
D.; MESQUITA, L. G.; TAKIYA, C. S.; RENNO, F. P. Effects of chitosan and whole raw
soybeans on ruminal fermentation and bacterial populations, and milk fatty acid profile in
dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 101, n. 12, p. 10939-10952, 2018. DOI:
10.3168/jds.2018-14675.

WANG, L.; ZHANG, G.; LI, Y.; ZHANG, Y. Effects of high forage/concentrate diet on volatile
fatty acid production and the microorganisms involved in VFA production in cow rumen.
Animals, v. 10, n. 2, p. 223, 2020. DOI: 10.3390/ani10020223.



33
CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA EXTRACAO
DE QUITOSANA EM ESCAMA DE PEIXE

RESUMO- O presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar um método eficiente
e reprodutivel para a extracdo de quitosana a partir de escamas de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), avaliando suas caracteristicas estruturais, bromatologicas e
potencial de uso como aditivo natural para ruminantes. A quitosana foi obtida por meio das
etapas de desacetilacdo e solubilizagdo, e caracterizada por espectroscopia no
infravermelho (FTIR), analises bromatoldgicas e ensaio de degradabilidade ruminal in vitro.
O espectro de FTIR confirmou a presenca das principais bandas de absorcao
caracteristicas da quitosana, incluindo amidas | e IlI, grupos amina priméria e acetil,
indicando a eficiéncia do processo de desacetilacdo da quitina. A andlise bromatolégica
revelou maior teor de matéria seca (95,49%) e auséncia de cinzas e proteinas residuais na
guitosana extraida das escamas, em comparacao a quitosana obtida de crustaceos, o que
demonstra maior pureza do produto. O grau de desacetilacdo foi de (76%), o que
caracteriza como quitosana. No ensaio de degradabilidade, a quitosana de escamas
apresentou taxa de degradacdo ruminal de aproximadamente 55% apds 24 horas,
enquanto a quitosana de crustadceos manteve valores reduzidos (8—12%) ao longo do
periodo de incubacgédo, sugerindo maior acessibilidade microbiana da quitosana de peixe.
Os resultados indicam que as escamas de tilapia constituem uma fonte alternativa
promissora para producdo de quitosana de alta qualidade, com propriedades adequadas
para aplicacdo como aditivo funcional na nutricdo de ruminantes. Além de seu potencial
Zootécnico, o0 uso desse residuo representa uma estratégia sustentavel de aproveitamento
de subprodutos da industria pesqueira, contribuindo para a reducdo de impactos

ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: aditivo natural; degradabilidade ruminal; escamas de peixe; extragéo;

Oreochromis niloticus; quitosana; ruminantes.



1.INTRODUCAO >

Ha um interesse cada vez maior por polissacarideos naturais como alternativas
sustentaveis capazes de melhorar a eficiéncia alimentar e substituir antibiéticos promotores
de crescimento. (Belanche et al., 2015). Os polissacarideos séo estruturas complexas
presentes em uma vasta populacao de seres vivos (Batista et al., 2020). A quitosana € um
polissacarideo natural, derivado da quitina, tendo destaque por ser biodegradavel, ndo
toxico e abundante na natureza. Devido as suas propriedades antimicrobianas, a quitosana
tem o potencial de melhorar a microbiota ruminal, estabelecendo um ambiente favoravel,
otimizando a fermentacéo dos alimentos (Harahap et al., 2022).

A quitina, o segundo biopolimero mais abundante na natureza (Guarnieri et al.,
2022), presente no exoesqueleto de crustaceos e peixes, € um residuo descartado pela
industria pesqueira. A utilizacdo desse residuo, além de mitigar impactos ao meio ambiente,
ainda contribui para a aplicacdo da quitosana em diversas areas como industria
farmacéutica, alimenticia e agricultura (Ramos et al., 2025; Lima et al., 2022). A fonte de
quitina mais utilizada na alimentacdo animal é proveniente de crustaceos, estudos com
outras fontes, como provenientes da escama de peixe, ainda sdo incipientes.

O residuo de escama de peixes, quando ndo manejado de maneira correta, pode
acarretar problemas ambientais, como contaminacdo de recursos hidricos e do solo
(Resende & Custodio, 2024), sendo necessaria a adocao de técnicas que utilizem esse
residuo e diminuam seu descarte na natureza. Logo, utilizar esse recurso para obtencao de
guitosana pode ser uma alternativa para minimizar impactos ambientais e fornecer um
potencial aditivo natural para ruminantes.

A utilizacdo de quitosana como aditivo natural para ruminantes jA € amplamente
estudada (Araujo et al., 2015; Dias et al., 2017; Gandra et al., 2016). O interesse nesse
aditivo se da pela capacidade de atuacdo sobre microrganismos ruminais, com
caracteristicas antimicrobiana, antiflamatéria e moduladora digestiva, modificando os
parametros fermentativos, consequentemente melhorando a digestdo e absorcdo dos
nutrientes pelos ruminantes, alterando a fermentacdo ruminal, direcionando para vias
energéticas mais eficientes (Dias et al,. 2017; Harahap et al., 2022; Jiménez-Ocampo et al.,
2019), atuando, principalmente, sobre as bactérias Gram-positivas. Entretanto, estudos
apresentam dados em que a metodologia de extracdo pode influenciar no grau de pureza
da quitosana, influenciando diretamente a sua qualidade e forma de acéao.

Os estudos utilizando quitosana, sdo predominantemente realizados exoesqueleto
de crustaceos e insetos. A extragdo proveniente desses residuos ja é consolidada na
literatura, incluindo etapas de desmineralizagdo, desproteinizacdo e desacetilacao,
conforme descrito por Varun et al. (2017). Boarin-Alcalde & Graciano-Fonsceca (2016),

adaptaram uma metodologia de extracdo de quitosana proveniente de escamas de tilapia
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do Nilo, que consiste em seguir as mesmas etapas do método original, com alguns ajustes.

Apesar de ser uma metodologia amplamente utilizada, € necessario adaptar novos métodos
de extragcdo a fim de encurtar o processo e diminuir a quantidade de reagentes utilizados
nas etapas.

Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método eficiente e
reprodutivel para a extracdo de quitosana a partir de escamas de peixe, visando seu

aproveitamento como potencial aditivo natural para ruminantes.

2.MATERIAL E METODOS
2.1. Comité de Etica )
O estudo encontra-se de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica

da Universidade Federal da Grande Dourados conforme (protocolo de aprovagao: 023 /
2015-3 CEUA/UFGD).

2.2. Local do Estudo e Delineamento
Este estudo foi realizado entre agosto e dezembro de 2024 no Laboratério de

Bioengenharia (LABIO), Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade
Federal da Grande Dourados — MS e o ensaio experimental de campo foi conduzido no
setor de Nutricdo de Ruminantes da Faculdade de Ciéncias Agréarias, da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD, Brasil).

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em arranjo
fatorial 2x6, sendo dois tratamentos (quitosana de crustaceo - QC; quitosana de escama de
peixes — QEP) em duplicata e seis tempos de incubacéo (0, 2, 4, 8, 24 e 48h), com medidas
repetidas no tempo dentro de um Unico animal canulado. A degradabilidade in situ (@drskov;
McDonald, 1979) foi avaliada utilizando sacos de TNT conforme descrito por Casali et al.
(2008) (TNT-100 g/cm?), 5,0x5,0 cm (0,5 g MS), para posterior determinagdo do residuo
nado degradavel.

A quitosana comercial de crustaceo foi adquirida na empresa Polymar®, Fortaleza,
Brasil (=850g / kg de grau de desacetilagdo; 0,32g / mL de densidade; pH 7,90; viscosidade
<200cPs; cinza total 1,35g / 100g; e perda na secagem 9,3g / 100g). E a quitosana da
escama de peixe foi extraida no Laboratorio de Bioengenharia (LABIO), Faculdade de
Ciéncias Biolégicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados — MS (~760g

/ kg de grau de desacetilagao; cinza total 0,00 g / 100 g) (Tabela 1).

2.3. Extracéo de quitosana
O protocolo de extracdo de quitosana a partir da escama de peixe foi adaptado

(Boarin-Alcalde & Graciano-Fonsceca, 2016; Gapsari et al., 2022; Marei et al., 2015) (Figura
1).
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Figura 1. Esquema para obtencao de quitosana purificada a partir de escamas de tilapia do

Nilo (Boarin-Alcalde & Graciano-Fonsceca, 2016).

Como matéria-prima para extracdo da quitina de peixe, foram utilizadas escamas de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). A metodologia de extracdo da quitosana a partir da
matéria-prima seguiu as seguintes etapas: desacetilacdo da quitina, centrifugacdo e
lavagem, solubilizacdo em &acido acético, decantacdo, centrifugacdo e secagem da

guitosana (Figura 2).

Escama de peixe
QUITINA

l NaOH
Desacetilagdo
l Lavagem e centrifugagio
Quitosana
l Acido acético
Solubilizagdo
J' Decantagio, centrifugacio e secagem

QUITOSANA

Figura 2: Adaptacdo da metodologia de Boarin-Alcalde & Graciano-Fonsceca (2016) para

obtencao da quitosana purificada a partir de escamas de tilapia do Nilo.

Para a desacetilacdo da quitina, uma quantidade conhecida de escamas foi
submersa em 1 L de solucdo aquosa de NaOH a 50%. O material foi mantido em autoclave
a 121 °C por 1 hora, conforme adaptacdo de Younges & Rinaudo (2015). Em seguida, o
material desacetilado foi lavado com &gua destilada para remoc¢éo do excesso de NaOH e
centrifugado a 2.800 rpm por 8 minutos, visando a separacdo dos sélidos (quitina +
guitosana). Esse processo de lavagem foi repetido até que o sobrenadante ficasse

transparente.
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O material solido obtido (quitina + quitosana) foi solubilizado em meio acido, pela

adicdo de solucao de acido acético a 10% e mantido sob agitacdo a 120 rpm por, no minimo,
24 horas, de acordo com Marei et al. (2015). Apos a solubilizacao, o material foi centrifugado
e 0 sobrenadante recuperado. A quitosana em meio aquoso foi entdo precipitada por
neutralizacdo do acido acético com NaOH, seguida de decantacdo em béquer por, no
minimo, 12 horas. O material decantado foi centrifugado novamente e seco em placa de
Petri a 60 °C por 12 horas (overnight). Por fim, a quitosana seca foi pesada e armazenada

em ambiente arejado e seco até sua utilizacao.

2.4. Caracterizacao da quitosana
O teor de umidade e o conteudo de cinzas das amostras foram determinados por

analise termogravimétrica, utilizando o médulo DSC 2010 (TGA Instruments). Para isso,
aproximadamente 10 mg de amostra foram aquecidos em atmosfera de ar, a uma taxa de
10 °C/min, na faixa de 25 °C a 700 °C.

O grau de acetilacéo foi avaliado por espectroscopia de RMN de hidrogénio (*H-
RMN), em espectrometro BRUCKER AC200 (200 MHz). As amostras foram dispersas em
D,O na concentracdo de 10 mg/mL, apés agitacdo por 18 horas. Os espectros foram
adquiridos a 80 °C, utilizando pulso de 90° (8,2 us) e 16 varreduras (NS). O grau de
acetilacdo da quitosana foi calculado a partir da razdo entre as areas dos sinais
correspondentes aos prétons metilicos do grupo acetamido (ACH3; & = 2,00 ppm) e ao
préton ligado ao carbono 2 do anel glicosidico.

A caracterizacao estrutural por espectroscopia no infravermelho (FTIR) foi realizada
em espectrometro BOMEM MB-102. Para a andlise, as amostras foram previamente secas
sob refluxo com metanol por 24 horas, e posteriormente prensadas com KBr, na proporgéao
150:1, formando pastilhas para aquisicao dos espectros.

Andlise estatistica

Um modelo de efeitos mistos ndo lineares (NLME), utilizando o método da maxima
verossimilhanga restrita (REML) no pacote nlme (Pinheiro et al., 2025) do ambiente
computacional R (R Core Team, 2025), foi empregado para estimar os parametros de
degradacdo. As estimativas dos parametros foram obtidas com e sem os efeitos fixos
variando conforme os residuos biolégicos para o desaparecimento da MS e da PB. Um
novilho individualmente foi utilizado como efeito aleatorio em ambos os modelos, sem
encontrar efeitos aleatérios. Assim, o pacote nls2 (Grothendieck, 2024) do R (minimos
guadrados nao lineares — NLS) foi usado para estimar apenas os efeitos fixos para cada
grupo de residuos bioldgicos.

Os dados obtidos foram analisados através do uso do ambiente computacional R (R
Core Team, 2025), onde foi verificado a normalidade dos residuos e a homogeneidade das

variancias. Para os efeitos da avaliagdo dos niveis de inclusdo adotou o seguinte modelo:
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Yijl = yu + Ai + Pj + DI + erijl; onde Yijl = variavel dependente, uy = média geral, Ai = efeito de

animal (i=1 a 5), Pj = efeito do periodo (j = 1 a 5), DI = efeito do tratamento (=1 a 5); e
eijl = erro experimental. O efeito aleatério do modelo (random) caracterizou-se por: Ai e Pj.
Os graus de liberdade foram corrigidos por DDFM= kr. Com os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia, adotando-se nivel de significancia de 5%, sendo

avaliados por regressao polinominal, adotando-se nivel de significancia de 5%.

2. RESULTADO E DISCUSSAO

As bandas de absorcdo caracteristicas da quitosana foram identificadas no
espectro de FTIR. Observou-se uma ampla faixa entre 3643 e 3938 cm™, atribuida as
vibracBes de estiramento das aminas primarias (ligacdo N—H). As bandas em 2920-3440
cm™ e em 3417 cm™ foram relacionadas ao estiramento do grupo C=0 de &acidos
carboxilicos. A regido entre 1787 e 2522 cm™ foi associada as vibragdes de C=N e C=N de
aminas alifaticas. No intervalo de 433 a 860 cm™, observaram-se bandas correspondentes
ao estiramento C—N de anéis arométicos. Adicionalmente, as bandas em 3450 cm™ e 3100
cm™ foram relacionadas ao grupo acetil (-NHCOCH;), enquanto aquelas em 1570 cm™ e
1655 cm™ foram atribuidas as vibracdes caracteristicas de grupos amida | e amida II,
confirmando a presenca de quitosana (Gokulalakshmi et al., 2017; Zaku et al., 2016; Boarin-
Alcalde & Graciano-Fonseca, 2016).

Os resultados obtidos confirmam a presenca das principais bandas caracteristicas
da quitosana, indicando que o processo de extracdo a partir das escamas de tilapia foi
eficiente. A ampla faixa observada entre 3643 e 3938 cm™ esta associada as vibragfes de
estiramento das aminas primarias (N-H), encontradas na quitosana, marcando a presenca
de grupos amino livres resultantes da desacetilagdo da quitina. Essa banda € um indicativo
importante de que a conversao da quitina em quitosana foi efetiva (Gokulalakshmi et al.,
2017).

As bandas registradas em 2920-3440 cm™ e em 3417 cm™ correspondem ao
estiramento do grupo C=0O de acidos carboxilicos e a sobreposicdo de bandas de
estiramento O—-H e N-H, frequentemente observadas devido a formacéo de ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares. Essa sobreposicdo € comum em amostras de
guitosana, pois o polimero apresenta alta higroscopicidade e um grande nimero de grupos
hidroxila disponiveis (Zaku et al., 2016).

Aregido entre 1787 e 2522 cm™ foi atribuida as vibragcdes de C=N e C=N de aminas
alifaticas, marcando a presenca de grupos nitrogenados, originados da estrutura da quitina.
Ja as bandas entre 433 e 860 cm™ estdo associadas as vibracbes C—N de anéis

aromaticos, indicando a integridade da cadeia polissacaridica do biopolimero apés o
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processo de extracao.

As bandas em 3450 cm™ e 3100 cm™, correspondem ao grupo acetil (—NHCOCH?3),
juntamente com as absor¢bes em 1570 cm™ e 1655 cm™, foram atribuidas aos grupos
amida | e amida Il, confirmando a presenca parcial de grupos acetilados e a formacéo de
quitosana com grau de desacetilagdo intermediario (Boarin-Alcalde & Graciano-Fonseca,
2016). A presenca simultdnea das bandas amida | e Il, associadas as ligagcbes C=0 e N—
H, respectivamente, reforcam que parte das unidades de quitina foram convertidas em
guitosana, mas que ainda restam residuos acetilados, sendo comum em processos de
extracdo a partir de residuos animais, como escamas de peixes.

Esses resultados indicam que o método de extracdo utilizado foi eficiente para
remover impurezas e promover a desacetilacdo da quitina, resultando em um material com
espectro compativel com o padrdo de quitosana descrito na literatura (Boarin-Alcalde &
Graciano-Fonseca, 2016). No entanto, a persisténcia de bandas relacionadas a grupos
amida e acetil sugere a necessidade de ajustes na metodologia de extragdo, como tempo
e concentracdo de reagente alcalino, para aumentar o grau de desacetilacéo e a pureza do
produto.

A Tabela 2 apresenta os resultados bromatologicos de matéria seca (MS), cinzas
(C2) e proteina bruta (PB) e o grau de desacetilacdo das diferentes quitosanas testadas. A
guitosana comercial de crustaceos apresentou teor de MS de 90,7%, valor inferior ao
observado para a quitosana obtida de escamas de peixe (95,49% MS). Esse resultado
indica que a quitosana de escama apresenta menor contetdo de umidade residual, o que
pode estar relacionado as diferencas no processo de secagem e a estrutura da matriz de
origem. Valores mais elevados de MS séo desejaveis, pois favorecem maior estabilidade e

conservacao do produto.

Tabela 2. Bromatologia da quitosana de crustaceo e escama de peixes

Parametro Quitosana Crustaceo Quitosana Escama
MSL | 90,7 | 95,49
Cz? 1,35 0,00
PB3 9,61 0,00
Grau Desacetilacéo >85 ~76

IMS = materia seca; 2CZ = cinzas; 3PB = proteina bruta.

Quanto ao teor de CZ, observou-se presenca de 1,35% na quitosana derivada de
crustaceos, enquanto na quitosana obtida de escamas o valor foi 0,00%. A auséncia de
cinzas na amostra de escamas sugere maior eficiéncia na etapa de desmineralizacao

durante o processo de extracdo, resultando em um produto mais puro. Esse aspecto €
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relevante, visto que a presenca de sais minerais residuais pode afetar a solubilidade e as

propriedades funcionais da quitosana (Tabela 1).

Em relacdo a PB, a quitosana de crustaceos apresentou teor de 9,61%, enquanto a
guitosana obtida de escamas nao apresentou deteccao de proteina (0,00%), estando de
acordo com a Instrucdo Normativa n° 8, de 25 de marco de 2004 (MAPA, 2004), que proibe
a utilizacéo de aditivos ou alimentos de origem animal na alimentacao de ruminantes, a fim
de evitar a transmissao da encefalopatia espongiforme bovina (EEB). Essa diferenca pode
ser atribuida a eficiéncia dos processos de descontaminacdo proteica aplicados na
extracdo, sugerindo que a quitosana obtida de escamas pode apresentar maior grau de
pureza e menor risco de interferéncias em aplicagbes alimentares (Tabela 1). A QEP
apresentou grau de desacetilacdo (~76%), estando dentro dos padrdes de definicdo para
guitosana acima de 60% (Rinaudo, 2006; Kumar, 2000).

Tabela 2. Parametros cinéticos da degradacao in situ da matéria seca (MS) e proteina bruta
(PB) das quitosanas de crustaceo e escama de peixe.

Parametros Degradabilidade efetiva®
A(%)! B(%)> C(%/h)® DP* DE2% DE5% DE8% I|(%)® R27
QC&MS 9,76 3,88 1,98 12,14 11,69 10,86 10,53 86,36 0,93
QC PB 17,36 11,34 1,86 24,06 22,82 20,43 19,50 71,30 0,62
QEP°MS 33,82 18,20 24,84 52,02 50,66 48,97 47,59 47,98 0,84

1A= fracdo soluvel; ?B= fracdo potencialmente degradavel, 3C=taxa de degradacédo da
fracdo “b” (%/h); “DP= degradabilidade potencial; °DE = degradabilidade efetiva; ¢l = fracéo
indegradavel; "R2 = coeficiente de determinacdo.®QC= quitosana de crustaceos; °QEP =
guitosana de escama de peixe

Aditivo

Observou-se que a quitosana de escamas de peixe apresentou alta degradabilidade
ruminal da MS, alcancando cerca de 55% apdés 24 horas, com estabilizacdo até 48 h. J4 a
quitosana de crustdceos manteve valores reduzidos durante todo o periodo, variando entre
8% e 12% (Figura 3). Esse comportamento sugere maior presenca de fragdes insolluveis
Oou menos acessiveis a acdo microbiana ruminal, possivelmente relacionadas a estrutura
da matriz polimérica. A fracao indegradavel (Tabela 2) da QC foi maior em comparacao a
QEP, afirmando a maior acessibilidade da QEP aos microrganismos.



41
Degradabilidade Ruminal da MS

w
Il
[
®

Degradabilidade (%)
w
(]

0 10 20 30 40

Tempo de Incubagdo Ruminal {horas)

Figura 3. Degradabilidade ruminal da MS da quitosana de escama de peixe (®) e quitosana

de crustaceos (x) em diferentes tempos de incubacao ruminal.

4.CONCLUSAO
O método adaptado para extracdo de quitosana a partir de escamas de tilapia-do-

Nilo mostrou-se eficiente e reprodutivel, resultando em um produto dentro dos padrdes para
ser considerado quitosana e isento de proteina, confirmado pelas analises de FTIR e pelos
parametros bromatolégicos. A quitosana obtida apresentou disponibilidade a acao
microbiana e potencial para aplicagdo como aditivo natural na alimentacdo de ruminantes.
Esses resultados demonstram que as escamas de peixe constituem uma fonte alternativa
viavel e sustentavel para producéo de quitosana, permitindo o aproveitamento de residuos
da industria pesqueira e contribuindo para o desenvolvimento de solu¢des sustentaveis nos

sistemas de producao animal.
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CAPITULO 3

EFEITO DA QUITOSANA NA DIGESTIBILIDADE, PARAMETROS FERMENTATIVOS E
CINETICA DA FERMENTACAO

RESUMO: Diante da crescente demanda global por alimentos, torna-se essencial investigar
aditivos naturais capazes de elevar a eficiéncia alimentar e reduzir impactos ambientais.
Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da quitosana comercial extraida de
crustaceos e validar o uso de quitosana obtida de escamas de peixe sobre a digestibilidade
de nutrientes, os parametros fermentativos e a cinética de fermentag&o ruminal in vitro de
diferentes alimentos. Foi utilizado delinemanento de blocos cazualizados, com arranjo
fatorial 4x3, sendo quatro tratamentos: controle, monensina, quitosana de crustaceo e
quitosana de peixes, e trés alimentos: milho moido, farelo de soja e silagem de mandioca.
Foi analisado a bromatologia, digestibilidade da matéria seca e proteina bruta, parametros
fermentativos, producédo de acidos graxos volateis e cinética da fermentacdo ruminal. A
inclusdo de quitosana alterou a cinética e a digestibilidade ruminal, reduzindo a DIVMS e
DIVPB (p<0,001) do farelo de soja e o N-NH;3;, mas estimulando a digestdo proteica
(p=0,032) e a fermentacdo de carboidratos da silagem de mandioca. A quitosana de
escama de peixes apresentou padrbes de digestibilidade e fermentacdo similares a
quitosana de crustaceo, podendo ser utilizada como aditivo modulador ruminal. Os
resultados reforcam o uso estratégico da quitosana como alternativa natural para ajustar a

fermentacdo ruminal de forma dependente do tipo de dieta.

PALAVRAS-CHAVE: aditivo, biopolimero, modulador ruminal, microrganismo, quitina

1.INTRODUCAO

A producéo de bovinos desempenha um papel importante na economia global e,
principalmente, no Brasil, sendo um dos principais produtores e exportadores do mundo.
Entretanto, competir com produtividade, maior eficiencia alimentar e sustentabilidade
ambiental € um desafio (Tedeschi et al., 2021). A eficiéncia alimentar € um dos indicadores
mais importantes para constatar quao bem o animal aproveita os nutrientes ingeridos, logo,
utilizar aditivos naturais capazes de modular a microbiota ruminal € de extremo interesse,
uma vez que o mesmo pode melhorar a produtividade e reduzir os impactos ambientais
(Patra & Saxena, 2011).

Os aditivos naturais sdo uma alternativa aos aditivos sintéticos por apresentarem
capacidade de modulacao ruminal, alteracdo da microbiota e, consequentemente, alteracao

do perfil fermentativo do rumen (Calsamiglia et al., 2020). A quitosana, um aditivo natural,
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€ uma das alternativas que vem sendo estudadas para alimentacdo animal por atuar na

modulac&o ruminal e apresentar maior acdo das bactérias Gram-positivas em relagéo as
Gram-negativas (Santos et al., 2023).

E um biopolimero natural (polimero de N-acetil-D-glicosamina), obtido a partir da
desacetilacdo da quitina, sendo este abundante na natureza (Guarnieri et al., 2022).
Caracterizada por ser atoxica, renovavel e por possuir acdo antimicrobiana e anti-
inflamatéria (Dias et al,. 2017; Harahap et al., 2022). Sua atuacao sobre as bactérias se da
pela interacdo das cargas catidnicas da quitosana com as cargas anidnicas da membrana
celular bacteriana, alterando sua permeabilidade, inibindo o crescimento ou levando a lise
celular (Rey et al., 2023; Shah et al., 2022). Logo, utilizar desse aditivo natural na nutricdo
animal é uma alternativa para maximizar a eficiéncia alimentar.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo da quitosana comercial extraida de
crustaceo e validar a utilizacdo de quitosana extraida da escama de peixes sobre a
digestibilidade de nutrientes, parametros fermentativos e a cinética de producdo de gases
in vitro de diferentes alimentos. Supde-se que a quitosana, independentemente da sua
origem, seja capaz de modificar a populacdo microbiana ruminal, resultando em maior
digestibilidade, mudancas no perfil fermentativo e melhorias na dindmica de producédo de

gases in vitro.

2. METODOLOGIA
2.1. Comité de Etica )
O estudo encontra-se de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica

da Universidade Federal da Grande Dourados conforme (protocolo de aprovacédo: 023/2015
CEUA/UFGD).

2.2. Local do Estudo e Delineamento

Este estudo foi realizado entre agosto e dezembro de 2024 no Laboratério de
Coprodutos de Oleaginosas e Laboratorio de Nutricdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrérias, da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD, Brasil).

Foram utilizados quatro tratamentos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em fatorial 4x3, sendo quatro tratamentos e trés alimentos, onde os tratamentos:
CON: controle (sem uso de aditivo); MON: monensina 5 mg/kg de MS; QC: quitosana de
crustaceo 700 mg/kg de MS; e QEP: quitosana de escama de peixe 700 mg/kg de MS (Dias
et al., 2017) e os alimentos silagem mandioca, farelo de soja e milho moido foram pesados
em sacos de TNT em duplicata. Como unidade experimental foram utilizados quatro jarros
por rodada, totalizando duas rodadas. E as variaveis avaliadas foram DIVMS, DIVPB, pH,
N-NH3 e AGV em cada tratamento. A QC foi obtida pela Polymar, Fortaleza, Brasil, na
composicdo de (>850 g/kg de grau de desacetilacéo; 0,32g/mL de densidade; pH 7,90;
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viscosidade <200cPs; cinza total 1,359/100g; e perda na secagem 9,3g/100g). A obtencao

da QEP (aditivo testado e validado no experimento do capitulo 2 desta dissertacao) foi dada
por extracdo no Laboratorio de Bioengenharia, Faculdade de Ciéncias Biologicas e
Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD e a caracterizacao (760
g/kg de grau de desacetilacéo; cinza total 0,00 g/100g; e perda por secagem 5,43 g/1009)
na Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul — UEMS - Dourados.
In6culo

A coleta do liquido ruminal (2,0 L) foi feita pela manha, sendo como doador um
bovino (~380+50 kg), provido de canula no ramen, sob pastejo de Urochloa brizantha (syn
Brachiaria). O liquido ruminal coletado foi filtrado através de 2 camadas de gaze em
recipiente isolado a 39°C e purgada de CO:2. A solucéo tampao, constituida pelas solu¢des
A e B, foi preparada com os seguintes reagentes: A solucdo A (g L) foi composta por 10,0
g de di-hidrogenofosfato de potassio (KH2 P04); 0,5 g de sulfato de magnésio (MgSOa4
7H20); 0,5 g de cloreto de sodio (NaCl); 0,1 g de cloreto de calcio deido (CaClz 2H:20); e
0,5 g de uréia. A solucdo B (g/100 mL) foi composta por 15,0 g de carbonato de sodio (Naz
COs3) e 1,0 g de sulfeto de sodio (Naz S.9H20). As solugdes foram misturadas na proporgéo
1:5 atingindo pH 6,8 a temperatura constante de 39 °C (Silva & Queiroz, 2002; Camacho et
al., 2019).

2.3. Digestibilidade in vitro

A digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da proteina bruta (DIVPB) foi
determinada através da metodologia descrita por Tilley & Terry (1963) e adaptada por
Goering & Van Soest (1970); utilizando dois incubatérios (Daisy Il Fermenter, Ankom) para
repeticdo. Em cada jarro foram adicionados trés alimentos: silagem de mandioca, milho
grao moido e farelo de soja, em duplicata por 48 horas, totalizando 24 sacos por jarro, mais
1 branco para correcéo.

Os sacos foram preparados conforme descrito por Casali et al. (2008), (TNT-100
g/cm?), 5,0 x 5,0 cm (0,5 g MS). Os alimentos foram pesados (0,5 g), com base na matéria
seca. Os jarros permaneceram sob agitacdo continua por 48h. Apos esse periodo, a fase
fermentativa foi interrompida pela adicdo de 40 mL de acido cloridrico (6N HCI) até pH 3,0
e oito gramas de pepsina (Sigma 1:10.000), conforme descrito por Holden (1999), e
mantidos em agitacdo por mais 24h. Apés esse periodo, as amostras foram lavadas em
agua corrente e secas em estufa a 105°C por 16 h para a determinacdo da (DIVPB), foi
determinada conforme descrito pela Associacdo Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC,
2006).

2.4. Andlise quimica
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Os alimentos utilizados foram analisados para matéria seca (MS; 934,01), proteina

bruta (PB, N x 6,25; 984,13), extrato etéreo (EE; 920,39), descrito pela AOAC (2005)
(Tabela 1). A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram
determinadas segundo Van Soest et al. (1991). O teor de lignina foi determinado através

da solubilizacéo da celulose em acido sulfurico a 72% (Goering & Van Soest, 1970).

Tabela 1. Composi¢ao bromatolégica dos ingredientes experimentais

Silagem parte aérea da

Parametro mandioca Milho grédo moido Farelo de soja
MST 29,30 | 87,80 | 88,50
PB? 14,15 8,96 49,50
EES 2,78 3,35 1,50

FDN* 61,71 9,27 15,85
FDA® 37,56 2,35 13,46
LIG® 11,87 1,21 1,62

IMS=matéria seca; 2PB=proteina bruta; *EE=estrato etéreo; “FDN=fibra em detergente
neutro; SFDA=fibra em detergente acido; °LIG=lignina.

2.5. Parametros fermentativos
Para determinar os parametros fermentativos do riamen: pH, nitrogénio amoniacal

ruminal (N-NHs) e 4cidos graxos volateis (AGV), tampas com sistema de trés vias foram
acopladas nos jarros para permitir a coleta de liquido ruminal tamponado e uma valvula de
Blssen para liberacdo dos gases produzidos durante a fermentacéo.

Utilizando uma seringa, através do sistema de trés vias foram coletados 60 mL de
fluido ruminal em duplicata nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 horas para o periodo de 24 horas
e 48 horas. Para medir o pH foi utilizado um pHmetro digital portatil (Instrutherm, pH-1500,
Sdo Paulo, Brasil), logo apds as coletas. Foi separada 40 mL do fluido ruminal e
centrifugado a 2000 rpm a 10 °C por 10 minutos, e armazenados em eppendorf de 5 mL
para andlise de N-NHsz em duplicata e para analise de AGV foi separado 20mL e congeladas
logo em seguida em freezer.

O N-NHs foi determinado pelo método NCT-CA N-007/1 Detmann et al. (2012). Para
a determinacado de AGV foi centrifugado a aliquota de 20 mL & 2000 rpm, por 10 minutos e
coletado 2 mL do sobrenadante, armazenando em epperdorf e adicionando 400 uL de acido
formico (88%). As amostras foram analisadas em Cromatrografo a Gas (SHIMADZU - GC-
2024), com injetor automatico AOC 20i. T Injetor = 200°C; TColuna=80°C/3 min até 240°C
(20°C/min). Coluna = HP INNOwax - 19091N (30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro
interno, 0,50 um de filme); T Detector = 250 °C; Detector = loniza¢cdo por Chama; Volume
injetado = 1 pL; Gas arraste = Nitrogénio; Fluxo do gas arraste = 3,18 mL/min; Taxa de

divisdo = 15.
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2.6. Producéo cinética de gases

Para determinar a producdo total de gases e os parametros da cinética da
fermentacdo ruminal foi utilizado niveis de quitosana de acordo com Dias et al. (2017). A
técnica automdtica in vitro foi conduzida utilizando os mesmos procedimentos descritos
para digestibilidade in vitro; utilizando frascos com capacidade de 250 mL, com adi¢ao de
1,0 g da amostra volumétrica: concentrado em 100 mL da solu¢édo tampéo, 25 mL de inoculo
ruminal e purgado com CO2. Para cada incubagédo, dois frascos foram utilizados como
branco, contendo apenas inoculo ruminal e solugéo tampao, a fim de ajustar os valores de
presséao.

O aumento de pressao produzido dentro dos frascos durante a incubacao foi medido
em libras por polegada quadrada (psi) usando o sistema automatico de Producéo de Gas
RF (Ankom Technology Corp., Fairport, NY). A pressdo do gas dentro dos frascos foi
registrada por sensores de pressao localizados nas tampas das garrafas ou médulos, que
transferiam a informacéo de cada frasco por meio de uma base de coordenacao conectada
a um computador, em intervalos de 5 minutos, totalizando 108 leituras durante 24 horas de

incubacéo.

2.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software R, por meio do ambiente RStudio
(versdo 2024.12.1).

As variaveis digestibilidade in vitro da proteina bruta (DIVPB) e digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS) foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA), considerando
guatro tratamentos avaliados dentro de cada alimento. As variaveis pH e concentracéo de
nitrogénio amoniacal (N-NH3) foram submetidas a andlise de variancia considerando o
efeito dos tratamentos e dos tempos de avaliacdo. Para fins de visualizacdo da dinamica
de fermentacao, graficos das variaveis pH e N-NH; em fun¢éo do tempo de incubacao foram
elaborados utilizando o pacote ggplot2.

Quando observado efeito significativo dos tratamentos (P < 0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o pacote
agricolae. O erro padrdo da média (EPM) foi obtido a partir do quadrado médio do residuo
da andlise de variancia.

Para determinacdo da producdo total de gases e parametros cinéticos da

fermentacao ruminal, foi utilizada seguinte equacéo:

A D

Y= [(1 + Exp_[2+4*B*(C—T)]) + (1 + Exp[2+4*E*(C_T)])

Em que: Y = Volume total de gés no tempo T (extensdo da degradacgdo); A e D = volume
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de gas (mL) das fracdes de degradacao rapida (aglcares soluveis e amido) e lenta digestao

(celulose, hemicelulose), respectivamente; B e E = taxas de degradacdes das fragbes de
digestéo rapida e lenta (/h), respectivamente; e C = tempo de colonizac¢do das bactérias. O
ajuste das curvas e as estimativas dos parametros cinéticos da fermentacdo serdo
realizados utilizando o processo iterativo do Gauss-Newton, por meio do procedimento para
modelos néo lineares (PROC NLIN) do programa estatistico SAS® Statistical Analysis
System, versao 9.2 (2009).

3. RESULTADOS

Os coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca e proteina bruta dos
alimentos para cada tratamento experimental séo descritos na Tabela 2. A DIVMS do farelo
de soja diferiu entre os tratamentos (P=0,001). Onde os menores valores de DIVMS foram
encontrados para QC e QEP. A DIVPB apresentou diferenca para silagem de mandioca e
farelo de soja (P=0,032; P=0,001), respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Coeficientes de digestibilidade aparente in vitro dos tratamentos experimentais

Digestibilidade Alimentos Tratamentos experimentais P-valor
(% da MS) CON MON QC QEP EPM Trat Temp Trat*Temp
Silagem 4835 4599 4733 46,62 1,95 0432 0511 0,736
Mandioca
DIVMS mt‘go 8956 8527 8677 8488 195 0090 0745 0,994
E(‘;"jf'o de g447a 87.15a 64.45b 6448b 195 0001 3,066 0,964
Silagem o) 15p 6055b 7232 684la 432 0032 1795 0,735
Mandioca
DIVPB mTSo 76,92 8765 8862 8556 4732 0214 2170 0556
Eg‘j;e'o de g1 70a 72.25a 4562b 47.40b 432 0001 4748 0,754

MS = matéria seca; PB = proteina bruta do residuo; CON= controle; MON =
monensina; QC = quitosana de crustaceo; QE = quitosana de escama de peixe; EPM = erro
padrédo da média; Trat*Tempo = efeito da interacdo entre tratamento e os diferentes tempos
(24 e 48 horas). As médias com letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

Os parametros de fermentacdo ruminal estdo descritos na Tabela 3. Os valores de
pH nao diferiram entre os tratamentos (P>0,05). O N-NHs3 foi maior no tratamento com
monensina (6,72) e menor no tratamento com quitosana de crustaceo (4,00). Nao houve
diferenca (P>0,05) entre tratamentos para producdo de acidos graxos e estimativa de

producdo de metano (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros de fermentacao ruminal em funcao dos tratamentos experimentais

Tratamentos experimentais
CON MON QC QEP EPM P-valor

pH 6.63 6.72 6.69 6.61 0.015 0.049
N-NHz (mg/dL) 5.43a 5.66a  4.00b 4.35ab 0.212  0.007
Acidos graxos Mmol/L

Acetato 9.96 10.52 9.71 10.37 0.420 0.906
Propionato 3.45 3.46 3.29 3.60 0.118 0.846
Butirato 1.45 1.61 1.49 1.61 0.061 0.752
Isobutirato 0.13 0.11 0.09 0.12 0.010 0.676
Valerato 0.21 0.24 0.23 0.22 0.010 0.692
Isovalerato 0.17 0.18 0.15 0.16 0.011 0.853
Total 15.38 16.14 14.97 16.10 0.617 0.897
Acetato:propionato 2.85 3.03 2.91 2.86 0.039 0.327
Metano (g/dia)” 4.11 4.42 4.06 432 0.182 0.889

COM = controle; MON = monensina; QC = quitosana de crustaceo; QE = quitosana de
escama de peixe; EPM = erro padrdo da média; *Valores de p para efeito do tratamento, e
para efeitos linear e quadratico. As médias com letras diferentes nas linhas diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.. ‘Metano = 0,45(C2) — 0,275(C3) + 0,4(C4) de
acordo com Moss et al. (2000).

O pH apresentou pequena variacdo durante a incubacéo (Figura 1a). Inicialmente,
os tratamentos apresentaram valores semelhantes, préximos de 6,67, com aumento nas
primeiras horas e pico por volta de 4 h, especialmente no tratamento controle. Apés esse
periodo, observou-se reducao do pH até 8 h, seguida de leve aumento ao final da incubacéo
(10 h). No geral, os valores de pH permaneceram dentro de uma faixa estavel ao longo do
experimento.

A concentracdo de N-NH; apresentou variacdo ao longo do tempo de incubacéo e
entre os tratamentos (Figura 1b). Observou-se aumento inicial nas primeiras horas de
incubacgao, com pico em 4 h, principalmente no tratamento com monensina, que apresentou
o0 maior valor. ApGs esse periodo, houve redugdo nas concentragcdes, com tendéncia de
estabilizacdo entre 8 e 10 h de incubacdo. De modo geral, os tratamentos controle e
monensina apresentaram valores mais elevados ao longo do tempo de incubacéo,

enquanto os tratamentos com quitosana apresentaram concentracdes menores (Figura 1b).
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Figura 1. Concentragcdo de pH e N-NHs em fungéo do tempo de incubacéao (horas) sob
diferentes tratamentos. Tratamento 1 = controle; 2 = monensina; 3 = quitosana crustaceo;

e 4 = quitosana de escama de peixe.

N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos para as dietas a base de

milho e farelo de soja (p>0,05). Para a silagem de mandioca, a quitosana de crustaceo

apresentou os maiores valores (QC=2,73 mL/g MS; p=0,02) de gas produzido pela fracédo

rapidamente degradavel (A). Ja a quitosana de escama de peixe apresentou 0S maiores

valores para taxa de degradacédo da fracao rapidamente degradavel (0,47 g kg, h™%; p=0,04).

As demais variaveis nao diferiram entre os tratamentos (p>0,05; Tabela 4).

Tabela 4. Parametros da cinética de degradacdo e producao de gases do milho moido,

silagem de mandioca e farelo de soja sob diferentes tratamentos com quitosana

Variavel CONt? QC? QEP3 CV (%)* p-valor®
Milho moido
AS 7,50 6,43 6,61 10,28 0,390
B’ 0,19 0,20 0,18 2,74 0,230
cs 5,44 5,69 5,60 2,75 0,372
D° 9,05 9,71 10,15 5,06 0,224
E10 0,07 0,07 0,07 2,14 0,294
PT 16,14 15,59 16,29 1,80 0,176
Silagem de mandioca
A 2,46ab 2,74a 2,03b 4,87 0,020
B 0,42ab 0,30b 0,48a 10,17 0,044
C 4,91 5,15 4,96 3,68 0,484
D 7,19 6,38 7,46 7,05 0,220
E 0,09 0,08 0,09 4,03 0,132
PT 9,56 8,97 9,40 4,25 0,409
Farelo de soja
A 2,50 3,13 2,54 40,21 0,824
B 0,30 0,83 0,31 78,84 0,396
C 3,28 2,10 3,23 37,08 0,530
D 8,74 9,99 8,75 8,55 0,324
E 0,06 0,06 0,06 10,43 0,589
PT 10,61 12,78 10,69 14,12 0,418

1CON=controle; 2QC= quitosana de crustaceo; 3QEP= quitosana de escama de peixe; “CV=
coeficiente de variacédo; °p-Valor=; 8A=Gas produzido pela fracéo rapidamente degradavel
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(mL/g MS); ‘B=Taxa de degradacédo da fracéo rapidamente degradavel (g kg, h™1); 8C=Gas
produzido pela fragéo lentamente degradavel (h); °D=Gas total potencial do sistema (mL);
°E=Taxa de degradacéo da fracéo lenta (g kg, h™1); 1*PT= Producéo total de gas observada
(mL).

4.DISCUSSOES
Os alimentos avaliados possuem composicdo bromatolégica diferentes, o que

segundo Detmann et al. (2014) explicaria a digestibilidade diferente entre os alimentos
energéticos e proteicos. O farelo de soja apresentou reducdo na DIVMS e DIVPB quando
incluido quitosana de crustaceo ou de escama de peixes. A quitosana atua, principalmente,
em microrganismos Gram-positivos em relacdo aos Gram-negativos, em bactérias
celuloliticas e protozoérios (Belanche et al., 2016b). Os protozoérios atuam na degradacao
da proteina no rimen, e essa defaunacédo, geralmente resulta em menor degradacéo da
proteina (Bach et al., 2005; Ivan, 2008). A hipotese amplamente aceita sobre a quitosana
esta na acdo sobre a permeabilidade da membrana celular por meio de interaces
eletrostaticas. Os grupos amino livres protonados (-NHz), quando em contato com o pH
acido (6,3 a 6,5) se transformam em moléculas policatidnicas (NHs*) (Lim & Hudson, 2004),
interagindo com a membrana externa carregada negativamente de diversos
microrganismos, causando ruptura, inibindo o crescimento microbiano, e até mesmo
levando a lise (Ma, 2017; Silva, 2024).

Segundo Yang & Russel (1993), quando a DIVPB de alimentos é menor, ha uma
manutenc¢ao de nitrogénio no rimen e, consequentemente, uma menor aproveitamento de
aminoacidos no rimen. Kirwan et al. (2021), trabalharam com dietas de diferentes niveis
protéicos, e os dados obtidos apresentaram uma reducao na digestibilidade da matéria seca
e proteina para ambas as dietas, quando adicionado quitosana. Logo, a diminuicdo da
DIVPB do farelo de soja sugere um maior escape de aminoacidos.

N&o houve diferenca nas digestibilidades para o milho moido, corroborando com
achados de Oliveira et al. (2025), que trabalharam com bovinos confinados recebendo dieta
de alto grdo, e ndo encontraram diferenca na digestibilidade da matéria seca e proteina
bruta para os tratamentos controle, quitosana e monensina, mas aumento na digestibilidade
do amido da dieta para o tratamento com quitosana. Esses resultados reiteram a hipotese
de atuacéo da quitosana sobre as bactérias celuloliticas, podendo aumentar a populacéo
de bactérias amiloliticas, melhorando a digestibilidade do amido, porém, estudos futuros
devem ser feitos para validar essa hipétese.

Ja em alimentos volumosos, é esperado a diminuicdo da DIVMS pela inibicdo da
populacéo celulolitica no rimen pela quitosana (Wencelova et al., 2014). Os tratamentos
com quitosana néo alteraram a DIVMS, mas aumentou a DIVPB da silagem de mandioca,
corroborando com achados de Paiva et al. (2016), que trabalharam com niveis de inclusédo
de quitosana em dieta composta por 65% de volumoso. Essa alteracdo da DIVPB pode
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estar relacionada aos aminoacidos que escapam da degradacao ruminal, sendo absorvido

no intestino. Outra hipétese levantada € que alimentos mais fibrosos tem uma maior taxa
de retencd@o no rumen, resultando em um maior periodo de atuacdo dos microrganismos
sobre os compostos soluveis (Detmann et al., 2014; Van Soest, 1994) em comparacao aos
alimentos concentrados.

Os valores de pH néo apresentaram diferenca dos tratamentos para o controle,
apresentando um ambiente ruminal saudavel médio de 6,60. Para a producdo de N-NHs, o
tratamento com quitosana de crustaceo apresentou a menor concentracdo, ja a quitosana
de escama de peixe néo diferiu dos demais tratamentos, 0 que esta relacionado ao padréo
da DIVPB dos alimentos, supondo um maior escape de aminoacidos para o intestino,
conforme exposto acima. Goiri et al. (2009a,b) sugerem uma menor taxa de desaminacgao
das proteinas pelos microrganismos ou a utilizacdo do N-NHs para sintese de proteina
microbiana. O pico de producdo de N-NHs3 visualizado para a QEP nas primeiras horas, se
deve a maior porcentagem de fracdo sollvel neste tratamento, resultados similares foram
descritos por Belanche et al. (2016a), onde alimentos altamente degradaveis apresentam
pico de N-NH3s logo apos ao consumo. O mesmo comportamento néo foi descrito por QC,
devido a maior porcentagem indegradavel desse tratamento (86,36) (Dados disponiveis no
Capitulo 2 dessa dissertacao).

Apesar de varios estudos apresentarem dados de menor relagdo acetato:propionato
em dietas utilizando quitosana (Aradjo et al., 2015; Oliveira et al., 2025), as producdes de
acidos graxos, proporcdo acetato:propionato e estimativa de producdo de metano nao
sofreram alteracdo. Essa resposta pode estar ligada ao tipo de dieta e proporcéo
volumoso:concentrado.

Para os resultados de cinética da fermentacao, a inclusao do aditivo QC aumentou
a disponibilidade de componentes prontamente fermentaveis na silagem de mandioca,
possivelmente favorecendo a hidrélise inicial de carboidratos solUveis e ampliando a fracao
imediatamente degradavel pelos microrganismos ruminais. A redugdo observada no
tratamento QEP sugere menor acessibilidade dos nutrientes rapidamente fermentaveis, o
gue pode estar associado a diferencas na estrutura do material ensilado ou na interagéo do
aditivo com a matriz vegetal, resultando em menor liberacdo inicial de substrato
fermentescivel.

Embora QEP tenha apresentado menor volume da fracédo rapidamente degradavel
(A), a maior taxa de fermentacéo indica que a por¢do disponivel, ainda que reduzida, foi
rapidamente utilizada pelos microrganismos. Esse comportamento pode estar ligado a agao
da quitosana em reduzir perdas fermentativas e preservar agucares soluveis em silagens,
favorecendo a maior producao de gases inicial (Del Valle et al., 2018). Outro fator que pode

explicar esses padrdes € a diferenca nas propriedades fisico-quimicas da quitosana, onde
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guitosana que possui menor desacetilacdo, apresenta menos poder de acdo sobre 0s

microrganismos. Logo, pode haver efeitos distintos na acao da quitosana sobre a populacao
microbiana, onde alguns grupos de bactérias como as fibroliticas sdo mais afetadas,
favorecendo o aumento populacional de outros microrganismos que atuam rapidamente
sobre substratos soluveis, alterando a velocidade e a dinamica da fermentacédo (Wang et
al., 2023; Rey et al., 2023).

De modo geral, a digestibilidade dos nutrientes, os parametros fermentativos e a
cinética de fermentacdo dos alimentos estdo diretamente relacionados a varios fatores,
dentre eles a propor¢éo volumoso:concentrado e qualidade da dieta (Detmann et al., 2014;
Van Soest, 1994), adi¢éo de aditivos moduladores e microbiota ruminal (Martin et al., 2010;
Goiri et al., 2009b). A QEP utilizada, apesar de apresentar um grau de desacetilacdo (~76)
inferior ao da QC (>85), apresentou efeito similar na digestibilidade e parametros avaliados,

porém, diferentes na cinética de fermentacéo do volumoso.

5.CONCLUSAO

A utilizacdo de quitosana de escama de peixes demonstrou potencial como aditivo
natural capaz de modular a microbiota ruminal e alterar a cinética de fermentacéo,
apresentando efeitos consistentes na regulacédo da populacéo de bactérias fibroliticas. Além
disso, sua utilizacdo mostrou-se promissora como estratégia para reduzir a degradacédo
proteica no rumen, favorecendo o aumento do fluxo de aminoacidos para absorcao

intestinal e contribuindo para maior eficiéncia nutricional dos animais.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo da quitosana como modulador ruminal tem se mostrado promissora nos
estudos avaliados, atuando na digestibilidade dos alimentos e alterando os padrbes
fermentativos. O método de extracdo avaliada, resultou em uma quitosana com alto grau
de desacetilacdo, comprovando que o método de extracdo pode ser utilizado a fim de obter
guitosana da escama de peixes. Os resultados in situ, mostraram que a quitosana de
escama de peixes, assim como a de crustaceos pode ser utilizada como modulador ruminal.
Os resultados da utilizacdo de ambas as quitosana, mostraram que o uso como modulador
ruminal pode ser aplicado como estratégias para escape de proteina para ser absorvida a
nivel intestinal, principalmente indicada para producdo de bovinos de leite. Ainda, a
guitosana é recomendada para ser utilizada como aditivo modulador ruminal, indicada
principalmente a associagdo de dietas acidificantes do ambiente ruminal, como em
confinamentos de alto gréo, por se tratatar de um aditivo que auxilia no controle do pH
ruminal. Porém, ajustes e aperfeicoamentos devem ser feitos na técnica de extracdo para
guitosana de escama de peixes, a fim de aumentar o grau de desacetilacao e sua acéo nas
bactérias gram-positivas. Estudos futuros devem ser feitos para padronizar a extracao da
guitosana de escama de peixes, determinar uma dose padréo de utilizacdo de quitosana e
testar a quitosana em ensaios in vitro com alimentos isolados para entender de maneira
mais clara a atuacdo da quitosana em alimentos concentrados ou volumosos mais
precisamente. Além de avaliar o desempenho de ruminantes, testando a quitosana in vivo,
por ser uma area ainda defasada. Logo, mais estudos com a quitosana sao necessarios
para aperfeicoar o método de extracdo e entender a sua utilizacdo pode ser mais proveitosa

na suplementacao de ruminantes.



APENDICE A — PROTOCOLO REVISAO INTEGRATIVA

PROTOCOLO PARA REVISAO INTEGRATIVA

TEMA
Uso da quitosana como modulador ruminal na producgéo de ruminantes

OBJETIVO
Avaliar o efeito da quitosana no consumo, digestibilidade DIVMS e DIVPB, nos parametros
fermentativos e reducdo de metano

QUESTAO NORTEADORA
Estratégia mnemonica PVO ou PICOS
P — populacéo: ( ""Ruminants™ OR "Beef cattle™ OR "Cattle”™ OR "Calf'* OR ""Heifer"
OR "Bull” OR "Cow" OR "Dairy cattle™ )

V — intervencdo: ( ""Chitosan™ OR ™Chitosan supplementation”™ OR "Chitin™ OR
""Chitosan degradation™)

O - resultados: (""Digestibility” OR ""Fermentation parameters™ OR "'Fermentation™
OR "Volatile fatty acids™ OR "Ammonia nitrogen' OR "Gas production™ OR "Intake"
OR "Feed intake" OR ""Ruminal fermentation™ OR ""Nitrogen compound balance™ OR
""Microbial synthesis™ OR "Acid detergent fiber'” OR ""Dry matter’ OR "Dry matter
intake™ OR "'Crude protein™ OR "Neutral detergent fiber" OR ""Methane production*
OR "CH4" OR ""Methanogenesis' OR ""Methane enteric™ )

Questdo norteadora: Como o uso de quitosana para ruminantes influencia o consumo,
digestibilidade, pardmetros fermentativos e producdo de metano em ruminantes domésticos?

ESTRATEGIA DE BUSCA
Fontes de Dados:
v' SCOPUS:

v" WEB OF SCIENCE.

Descritores:

e (A) "Ruminants' OR ""Beef cattle OR "'Cattle™ OR "'Calf'* OR ""Heifer™ OR "Bull*"
OR "Cow" OR "Dairy cattle™

e (B) (“"Chitosan™ OR '"Chitosan supplementation™ OR "Chitin" OR "Chitosan
degradation™)

e (C) ("Digestibility"™ OR '"Fermentation parameters’” OR 'Fermentation”™ OR
"Volatile fatty acids™ OR ""Ammonia nitrogen™ OR "Gas production” OR "Intake"
OR "Feed intake”™ OR ""Ruminal fermentation™ OR "Nitrogen compound balance™
OR "Microbial synthesis™ OR "Acid detergent fiber' OR "'Dry matter’ OR "Dry
matter intake™ OR "'Crude protein”™ OR "Neutral detergent fiber’ OR "Methane
production™ OR "CH4" OR "Methanogenesis™ OR ""Methane enteric™ )

e (D) "Dressing™ OR "Film™ OR "Chitosan nanoparticles" OR ""Human' OR "'Beef
preservation” OR ™Nano-chitosan™ OR "Empty chitosan nano-capsules”™ OR

"Encapsulated chitosan OR "Chitosan capsule™

Cruzamentos #

Unico# A and B and C And not D
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Estratégias de buscas SCOPUS:

No dia 24/09/2025 foi feita a busca com o0s seguintes descritores: (TITLE-ABS-KEY/((
"Ruminants” OR "Beef cattle” OR "Cattle” OR "Calf" OR "Heifer" OR "Bull" OR "Cow" OR
"Dairy cattle” )) AND TITLE-ABS-KEY(( "Chitosan” OR "Chitosan producion” OR
"Chitosan supplementation” OR "Chitin" OR "Chitosan degradation™ )) AND TITLE-ABS-
KEY (( "Digestibility" OR "Fermentation parameters” OR "Fermentation" OR "Volatile fatty
acids"™ OR "Ammonia nitrogen™ OR "Gas production” OR "Intake" OR "Feed intake" OR
"Ruminal fermentation" OR "Nitrogen compound balance™ OR "Microbial synthesis” OR
"Acid detergent fiber" OR "Dry matter" OR "Dry matter intake” OR "Crude protein” OR
"Neutral detergent fiber" OR "Methane production” OR "CH4" OR "Methanogenesis" OR
"Methane enteric” )) AND NOT TITLE-ABS-KEY("Dressing” OR "Film" OR "Chitosan
nanoparticles” OR "Human" OR "Beef preservation” OR "Nano-chitosan" OR "Empty
chitosan nano-capsules” OR "Encapsulated chitosan™ OR "Chitosan capsule™)), onde foram
encontrados 111 arquivos, sendo 89 artigos.

Estratégias de buscas na Web of Science:

No dia 24/09/2025 foi feita a busca com os seguintes descritores: (TITLE-ABS-KEY/((
"Ruminants” OR "Beef cattle" OR "Cattle” OR "Calf" OR "Heifer" OR "Bull" OR "Cow" OR
"Dairy cattle” )) AND TITLE-ABS-KEY(( "Chitosan” OR "Chitosan producion” OR
"Chitosan supplementation” OR "Chitin" OR "Chitosan degradation" )) AND TITLE-ABS-
KEY (( "Digestibility" OR "Fermentation parameters” OR "Fermentation" OR "Volatile fatty
acids" OR "Ammonia nitrogen™ OR "Gas production” OR "Intake" OR "Feed intake" OR
"Ruminal fermentation” OR "Nitrogen compound balance” OR "Microbial synthesis" OR
"Acid detergent fiber" OR "Dry matter" OR "Dry matter intake"” OR "Crude protein” OR
"Neutral detergent fiber" OR "Methane production” OR "CH4" OR "Methanogenesis" OR
"Methane enteric" )) AND NOT TITLE-ABS-KEY("Dressing” OR "Film" OR "Chitosan
nanoparticles” OR "Human" OR "Beef preservation” OR "Nano-chitosan” OR "Empty
chitosan nano-capsules” OR "Encapsulated chitosan" OR "Chitosan capsule™)), onde forem
encontrados 92 arquivos, sendo 80 artigos.

Critérios de inclusdo:
v' Artigos completos, disponiveis nas bases de dados elencadas, que abordem os

principais indices relacionados a letalidade, mortalidade e sobrevida em doenca
falciforme;

v’ Estudos em qualquer idioma.

v Sem recorte temporal

Critérios de exclusao:
v Artigos de revisdo, editoriais, cartas ao editor, resumos, opinido de especialistas,

resenhas, livros, capitulos de livros, teses, dissertacfes, monografias e TCC.

Avaliacdo metodoldgica dos estudos:
v Os estudos serdo avaliados quanto ao nivel de evidéncia e grau de recomendacao por

meio do referencial de Melnyk et al. 2010.

RESULTADOS DAS BUSCAS

BASE DE DADOS | CRUZAMENTO LIMITE N° DE ARTIGOS
RECUPERADOS
SCOPUS Unico# Apenas artigos 17
Web of Science Unico# Apenas artigos 0
TOTAL 17
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