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RESUMO

MEIRELLES JR, José Ribeiro, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Fevereiro de 2024. Efeito da casca de camardo tratada na qualidade e
preservacao da silagem de milho. Orientador: Tadeu Silva Oliveira.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da casca de camardo tratada quimica ou
termicamente adicionada na silagem de milho sobre a composigdo quimica, degradagao in vitro,
perdas fermentativas, contagem microbioldgica, perfil fermentativo e estabilidade aerdbica. O
estudo foi desenvolvido no Laboratério de Zootecnia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, no municipio de Campos dos Goytacazes/RJ. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Os tratamentos avaliados foram: Controle (CON) ensilagem de milho sem aditivo;
185 g de casca de camardo moida na ensilagem de milho (GSS); 185 g de casca de camaréo
tratada termicamente na ensilagem de milho (SSH); 75 g de casca de camardo tratada com
NAOH na ensilagem de milho ( SSNaOH ); 55 g de quitosana na ensilagem de milho (CHI).
Os aditivos afetaram (P<0,05) a composicao quimica da silagem de milho. A utilizacéo da SSH
na silagem de milho promoveu o aumento nos teores de matéria seca (MS) (P <0,001), proteina
bruta (PB) (P<0,001) e a reducéo da fibra em detergente neutro (FDN) (P = 0,002), fibra em
detergente &cido (FDA) (P<0,001), lignina (Lig) (P = 0,004), celulose (Cel) (P <0,001) e
hemicelulose (Hem) (P = 0,002) em relacdo ao CON. Ao analisarmos a degradabilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS), ndo observamos influéncia dos aditivos na silagem (P = 0,296).
Porém, o GSS e SSNaOH reduziram a DIVMS em 11,47 e 6,19%, respectivamente. Os aditivos
ndo afetaram a temperatura de abertura do silo (P = 0.995), porém o GSS aumentou (P < 0,001)
0 pH em 31,11% em relacdo ao CON. Os aditivos promoveram maior (P < 0,001) perda de
nitrogénio amoniacal (NHs-N) na silagem. Os aditivos ndo afetaram as concentracdes dos
acidos acético (P = 0,933) e butirico (P = 0,317). Entretanto, reduziu as concentracGes de acido
propiénico (P = 0,05). Os aditivos aumentaram (P <0,001) as perdas por gases, mas nao
afetaram as perdas por efluentes (P = 0,372). Entretanto, somente o0 GSS ndo promoveu
aumento (P = 0,006) na recuperacdo da matéria seca. O SSH aumentou (P = 0,045) a populacéo
de bactérias acido-laticas (BAL’s) em relacdo aos demais tratamentos. Ja a populacéo de fungos
ndo foi afetada pela utilizacdo de aditivos (P = 0,527). Ao analisarmos a estabilidade aerobica,
observamos que os tratamentos GSS e SSH promoveram maiores (P <0.001) estabilidade na
silagem ao longo tempo. Ja em relacdo ao pH, o SSH manteve (P <0,001), ao longo do tempo,
uma variacdo de 0,35. Em concluséo, observamos que a casca de camarao tratada termicamente
apresenta um 6timo potencial como aditivo para a conservacdo na silagem de milho.

Palavras-chave: aditivo, conservacdo, estabilidade aerdbica.



ABSTRACT

MEIRELLES JR, José Ribeiro, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, February 2024. Effect of treated shrimp shells on the quality and
preservation of corn silage. Supervisor: Tadeu Silva Oliveira.

The aim of this study was to evaluate the effect of chemically or thermally treated
shrimp shells added to corn silage on its chemical composition, in vitro degradation,
fermentation losses, microbiological count, fermentation profile and aerobic stability. The study
was carried out at the Zootechnics Laboratory of the Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, in the city of Campos dos Goytacazes, state of Rio de
Janeiro, Brazil. The experimental design was completely randomized, with five treatments and
four replications. The treatments evaluated were Control (CON) corn silage without additives;
185 g of ground shrimp shells in corn silage (GSS); 185 g of heat-treated shrimp shells in corn
silage (SSH); 75 g of shrimp shells treated with NAOH in corn silage (SSNaO); 55 g of chitosan
in corn silage (CHI). The additives affected (P<0.05) the chemical composition of corn silage.
The use of HSS in corn silage resulted in an increase in dry matter (DM) (P <0.001), crude
protein (CP) (P <0.001) and a decrease in neutral detergent fiber (NDF) (P = 0.002), acid
detergent fiber (FDA) (P<0.001), lignin (Lig) (P = 0.004), cellulose (Cel) (P <0.001) and
hemicellulose (Hem) (P = 0.002) compared to CON. When we analyzed the in vitro
degradability of dry matter (IVDM), we found no influence of the additives in the silage (P =
0.296). However, GSS and SSNaOH reduced DIVMS by 11.47 and 6.19%, respectively. The
additives did not affect silo opening temperature (P = 0.995), but GSS increased pH by 31.11%
(P < 0.001) compared to CON. The additives caused a greater (P < 0.001) loss of ammoniacal
nitrogen (NH3-N) in the silage. The additives did not affect the concentrations of acetic (P =
0.933) and butyric (P = 0.317) acids. However, they decreased the concentrations of propionic
acid (P = 0.05). The additives increased gas losses (P < 0.001) but did not affect effluent losses
(P = 0.372). However, GSS alone did not increase dry matter recovery (P = 0.006). HSS
increased the population of lactic acid bacteria (LAB) compared to the other treatments (P =
0.045). The population of fungi was not affected by the use of additives (P = 0.527). When
analyzing the aerobic stability, we observed that the GSS and SSH treatments promoted greater
(P < 0.001) stability in the silage over time. Regarding pH, HSS maintained a variation of 0.35
over time (P <0.001). In conclusion, we observed that heat-treated shrimp shells have excellent
potential as an additive for preserving corn silage.

Keywords: additive, conservation, aerobic stability.
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1. INTRODUCAO

O milho é a forrageira mais utilizada para producéo de silagem por apresentar condi¢oes
ideais, como o teor de matéria seca no momento da ensilagem, entre 30 e 35%, alto teor
carboidrato solivel na matéria original e baixo poder tampéo (Muck, 1988; Borreani et al.,
2017). Entretanto, por ser rica em carboidratos soluveis e gerar altas concentracdes de acido
latico, se tornam mais suscetiveis a deterioragdo aerdbia no pos-abertura dos silos. Os fungos,
as leveduras e algumas espécies de bactérias promovem a assimilacdo aerdbia de lactato da
silagem, reduzindo o seu potencial de conservacao (Pahlow et al., 2003; Muck, 2010; Kung Jr.
et al., 2018).

Assim, as bactérias heterofermentativas (ex.: Lactobacillus buchneri) sdo utilizadas
para controlar a deterioracdo aerdbia durante a exposicdo da silagem ao ar (Kung Jr. et al.,
2020). A quitosana tem sido amplamente estudada em diversos campos da ciéncia, como nas
industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. Estudos recentes mostram a eficicia da
quitosana na inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos, como bactérias,
leveduras e fungos (Kong et al., 2010; Jeon et al., 2014). A quitosana (polimero N-acetil-D-
glicosamina) € um biopolimero natural derivado da desacetilacdo alcalina da quitina (Goiri et
al., 2010). Por ser um biopolimero atéxico e biodegradavel, a quitosana recebe muita atencéo
pelo grande potencial de aplicagdes na medicina e na preservacdo de alimentos, notadamente
por sua propriedade antimicrobiana contra bactérias, fungos e leveduras (Jeon et al., 2014).

Os residuos solidos gerados na cadeia produtiva da pesca e da aquicultura correspondem
a cerca de 50% do volume processado diariamente nas industrias. Esses residuos sélidos séo
descartados em lixdes, corregos, rios e mares. Mesmo com pesquisas sendo desenvolvidas para
otimizar o gerenciamento dos residuos de pescado, grande parte dessa cadeia, principalmente
da pesca artesanal e de industrias de beneficiamento de pequeno porte, continua realizando o
descarte inadequado dos residuos, ocasionando sérios problemas ambientais (Pinto et al., 2017).
Em particular, os residuos de camardo, siri e caranguejo (crustaceos) tém despertado grande
interesse em seu reaproveitamento (Dias Neto, 2011). Tais residuos sdo constituidos, em média,
por 15-20% de quitina, 25-40% de proteinas, 40-55% de carbonato de célcio e outros
pigmentos.

Entretanto, ndo ha informacg6es consistentes na literatura sobre a utilizacdo da casca de
camardo como aditivo de silagem, embora tenham sido demonstrados efeitos positivos da
adicdo de quitosana no perfil fermentativo, perdas fermentativas, estabilidade aerdbica e

qualidade nutricional da silagem (Gandra et al., 2016; Del Valle et al,. 2017; Morais et al.,
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2021, Sirakaya; Beyzi 2022).

Assim, nds hipotetizamos que a adicdo de casca de camardo tratada quimica ou
termicamente afeta positivamente o padréo de fermentacéo e a estabilidade aerdbia, diminuindo
as perdas de matéria seca da silagem de milho.
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OBJETIVO

Avaliar o efeito da casca de camardo tratada quimica ou termicamente adicionada na
silagem de milho sobre a composicdo quimica, degradacdo in vitro, perdas fermentativas,
contagem microbioldgica, perfil fermentativo e estabilidade aerébica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE CAMARAO

O Brasil tem grande potencial pesqueiro, em um litoral vasto e varias bacias
hidrogréficas, além de uma enorme diversidade de fauna aquética. A producdo do camardo
criado em cativeiro foi de 113,3 mil toneladas, em 2022, um aumento de 5,9% comparado ao
ano anterior, sendo um recorde identificado pela pesquisa do IBGE (IBGE, 2022). A regido
Nordeste tem condi¢des climaticas bastante favoraveis para a pratica da carcinicultura, pois
apresenta uma extensa faixa costeira e dispde de um clima quente durante todo o ano, o que
facilita o desenvolvimento dos organismos, permitindo concluir até trés ciclos anuais
(Carvalho, 2019). Dentro da regido Nordeste, a produgdo também é concentrada: o Rio Grande
do Norte e 0 Ceara sdo 0s maiores produtores nacionais de camardo, com 34,8% e 33,2% do
volume da producdo brasileira, respectivamente (Caderno Setorial Etene, 2022). Na regido
Sudeste, 0s estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro sdo os dois estados em destaque na
producédo de camardo, com aproximadamente 12,9 e 12,4 mil kg anualmente, respectivamente.
O destaque, no estado do Rio de Janeiro, vai para os municipios de Silva Jardim e Guapimirim,
que, juntos, obtiveram um valor de producdo, em 2022, de R$ 693 mil (IBGE, 2022). A regido
Norte fluminense ¢ uma das principais mesorregioes do estado do Rio de Janeiro (ERJ), na qual
fica localizada a cidade de Campos dos Goytacazes, que mantém grande parte das atividades
aquicolas presentes nesse estado. Essas atividades fomentam o desenvolvimento social e
econdmico do municipio, gerando fonte de renda para os produtores, que sdo, em sua maioria,
pequenos agricultores. A cidade teve 0s primeiros projetos de cultivo intensivo de camardo no
estado do Rio de Janeiro, implementados no inicio de 2018 em duas fazendas, a Select, em
Barra do Furado, e a Six, em Travessao.

Ha vérios anos a inddstria pesqueira tem se preocupado com o destino adequado dos
seus residuos, de modo que as agressdes ao meio ambiente sejam cada vez mais reduzidas. Na
medida em que a geracdo de residuos de camardo € bastante significativa e que tais residuos
sdo constituidos por quitina, proteinas, carbonato de calcio e pigmentos, tem havido grande
interesse em seu reaproveitamento, buscando alternativas a sua disposicéo final, com vistas ao
desenvolvimento de produtos de valor agregado (Craveiro, 1999).

O camardo tem de 5 a 7% de quitina (Mathur; Narang, 1990; Naczk, 2004). Seus

residuos sdo normalmente utilizados para a producéo de farinha de pescado, porém esse uso
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reduz a qualidade nutricional do produto. Uma forma de agregar valor aos residuos do camarédo
é a producdo de quitosana, utilizada na medicina e nas industrias alimenticia, farmacéutica e

quimica.

2.2 QUITINA E QUITOSANA

A quitina foi isolada por Braconnot em 1881 (trinta anos antes do isolamento da
celulose), mas a falta de conhecimento basico sobre suas propriedades, incluindo a reatividade
quimica, limitou severamente suas aplicacGes industriais até o inicio dos anos 1970 (Roberts,
1992). A partir de entdo, o interesse progressivo na quimica pela quitina resultou no
desenvolvimento de muitos estudos que visaram aumentar o conhecimento sobre as relagdes
estruturas/propriedades desse polimero e seus derivados.

A utilizacdo pela indUstria e em larga escala de quitina ainda € muito menos importante
que a de celulose, mas alguns segmentos importantes do mercado j& sdo ocupados por derivados
de quitina. A quitosana € um exemplo de polimero muito versatil com aplica¢fes nas industrias
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. Sua capacidade de interagir com uma variada gama
de substancias, tais como proteinas, lipideos, pesticidas, corantes, ions metalicos e
radioisotopos, qualifica a quitosana para aplicagcdes voltadas tanto para deteccdo e analise
dessas substancias como para sua concentracao ou recuperacao (Damour et al., 1994).

O isolamento da quitina de outros componentes da carapaca ocorre por meio de processo
quimico que envolve as etapas de desmineralizacdo e desproteinizacdo das carapacas com
solucdes diluidas de HCI e NaOH, seguido de descoloragdo com KMnQ4 e &cido oxalico, por
exemplo. A quitina obtida, o biopolimero contendo grupos acetil (NHCOCH?3), é desacetilada
com solucdo concentrada de NaOH, produzindo a quitosana. A quitosana é um produto natural
obtido da quitina de carapacas de crustaceos. Um esquema de obtencdo desses materiais se
encontra representado na Figura 1.

Quitina e quitosana sdo polimeros atéxicos, biodegradaveis, biocompativeis e
produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em
aplicacBes industriais e tecnoldgicas ha quase setenta anos (Roberts, 1992; Goosen, 1996).
Ambas as estruturas sdo constituidas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose e 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose, unidas por ligagdes glicosidicas P(1-»4). Entretanto, o0s
polimeros diferem quanto & proporcdo relativa dessas unidades e quanto a solubilidade. Na
estrutura da quitina, que é insolivel na maioria dos solventes testados, predominam unidades

de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose, enquanto na quitosana, que € predominantemente
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formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, € solivel em solugdes aquosas

diluidas de &cidos organicos e inorganicos (Roberts, 1992; Mathur; Narang, 1990).
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Fonte: Tharanathan e Prashanth (2007)

Figura 1. Esquema de preparacao de quitina e quitosana a partir de exoesqueleto (carapacas) de

crustaceos e fungos e suas aplicacdes.

A quitosana, um biopolimero do tipo polissacarideo, tem uma estrutura molecular
qguimicamente similar a fibra vegetal chamada celulose, diferenciando-se somente nos grupos
funcionais. A Figura 2 mostra a comparacdo entre as estruturas moleculares da celulose e as da
quitosana, nas quais os grupos hidroxila (OH) estdo dispostos na estrutura geral do carboidrato
para a celulose, e os grupos amino (NH2), para a quitosana. E sollivel em meio é&cido diluido,
formando um polimero catidnico, com a protonacdo (adicdo de prdtons) do grupo amino (NH™),

que confere propriedades especiais diferenciadas em relacéo as fibras vegetais (Goosen, 1996).
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Fonte: (Majeti; Kumar, 2000)
Figura 2. Comparagéo das estruturas moleculares da celulose e da quitosana.

2.3 SILAGEM DE MILHO

A ensilagem é o principal processo de conservacao de forragem, sendo bastante utilizada
em periodos de baixa oferta de massa forrageira no pasto ou em sistemas mais intensivos da
producdo animal. Ha varios seculos, a preservacao de culturas frescas em silos, por meio de
fermentacdo, é utilizada como alternativa a secagem. Antigos registros egipcios de cerca de
1200-1500 a.C. indicam a utilizacdo dessa técnica na conservacdo de alimentos. A palavra
“silo” é derivada do grego, de siros, que significa “um pog¢o ou buraco afundado no solo para
armazenar forragens verdes”, algo bastante parecido com os compartimentos usados para a
ensilagem. A silagem é considerada o produto da fermentacdo de culturas agricolas, em
condicdes de anaerobiose, tendo como principio basico a fermentacdo de aclcares por bactérias,
com producdo de acidos organicos e consequente reducao do pH da massa ensilada (reis et al.,
2014).

Embora o processo pareca bastante simples, por meio da fermentagao dos carboidratos
soliiveis, sejam eles proprios da forragem ou adicionados ao material, o processo ¢ considerado
bastante complexo, sendo realizado por bactérias epifitas ou adicionadas. Esse método ¢
realizado por um processo denominado ensilagem, no qual o material sofre a picagem,
compactagdo e vedagdo da planta forrageira em silos, os quais podem apresentar diversos
formatos e/ou tamanhos (Checolli, 2014; Ramos et al, 2020). Durante o periodo de
armazenamento, a forragem normalmente mantém uma fermentagdo primaria (latica), na qual,

a partir de carboidratos presentes na matéria-prima, as bactérias do acido latico (BAL’s) geram,
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principalmente, acido latico e 4cido acético (este em menor grau). Como consequéncia, o pH ¢
reduzido a um nivel em que uma fermentagdo secundaria (clostridial) ¢ evitada. A fermentagao
secundaria resulta na utilizagdo dos produtos de fermentagdo desejados (acido latico e de
acucares, proteinas e aminoacidos), para formar acidos butirico e superiores, além de aminas,
amidas e amodnia. Dessa forma, a qualidade do produto final ¢ julgada de acordo com a
proporcao de produtos da fermentagdo primaria para os da fermentagdo secundaria, sendo que
quanto maior for a propor¢ao, melhor sera a qualidade (Reis et al., 2014).

O processo da ensilagem envolve varios fatores importantes, como a escolha da
forrageira para cultivo, passando pela colheita, demais etapas do processo de ensilagem, até a
abertura do silo, visando sempre a qualidade da forragem conservada (Macédo et al., 2019).
Por volta do século XIX, ocorreram inovacdes tecnoldgicas na &rea de manejo da ensilagem
(Wilkinson et al., 2003). A partir desse ponto, a engenharia de equipamentos, estruturas de
estocagem (silos), filmes plasticos para a vedacdo e aditivos tiveram importantes
desenvolvimentos por muitas regides.

No Brasil, o milho é a principal espécie cultivada para a producdo de silagens em
fazendas leiteiras (Bernardes; Rego, 2014). E a espécie mais escolhida pelos pecuaristas por
apresentar caracteristicas favoraveis ao processo de ensilagem, tais como alto potencial de
producdo de matéria seca no momento do corte e ensilabilidade, alta concentracdo de
carboidratos soluveis, baixo poder tamponante, além de ter elevado teor energeético (Pereira et
al., 2004; Buxton; O’Kiely, 2003). Outra razdo que faz com que a silagem de milho seja
amplamente utilizada em fazendas leiteiras € a elevada concentracdo de energia, devido a
presenca do amido e de fibra. A alta concentracdo de amido € benéfica por estimular a producéo
de proteina microbiana no rimen, aumentando a producao de leite. A presenca da fibra estimula
a salivacdo, que tampona a acidez ruminal, evitando, assim, varios problemas de satde, sendo

também um precursor da gordura do leite (Adesogan, 2010).

2.3.1. FERMENTACOES NO PROCESSO DE ENSILAGEM

O termo “fermentacdo” € utilizado para definir um conjunto de reacGes bioquimicas nas
quais ocorre uma conversdo de carboidratos soliveis em &cidos organicos por meio de
microrganismos inerentes ao meio ou exdgenos. Em termos gerais, a fermentacdo &€ um
processo de obtencdo de energia utilizado por alguns organismos. Esse processo ocorre com a

quebra da glicose (ou de outros substratos) em piruvato, que, depois, € convertido no produto
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final, como o lactato e alcool etilico (McDonald et al., 1991).

A conversdo da forragem na forma de silagem ocorre por meio de quatro fases de
fermentacdo que sdo normalmente completadas aos 21 dias de ensilagem (Penn State, 2004).
Segundo Weinberg e Muck (1996), o processo de ensilagem é dividido em quatro fases:

Fase 1 - Pré-fechamento do silo: esta fase ocorre quando a forragem é colhida no campo, é
picada e transportada para o local onde seré ensilada, ocorrendo a compactacdo desse material,
que tem como principal objetivo a expulsdo do O, atmosférico presente no meio. Durante essa
fase, as rupturas das células em funcdo do corte da forragem permitem o extravasamento de
liquido celular, que contém enzimas proteases, hemicelulases, amilases, polissacaridases da
prépria planta, que podem hidrolisar proteinas em aminoacidos livres e carboidratos em
monossacarideos. Assim, a liberacdo desses substratos permite o desenvolvimento de
microrganismos oriundos da microbiota epifitica, como fungos, leveduras e bactérias aerdbias
e anaerdbias facultativas. Devido ao O residual presente na massa ensilada, ocorre a respiracao
celular das células oriundas das plantas, bem como o desenvolvimento de varios grupos
microbianos, convertendo aminoacidos livres e aclcares soluveis em acidos organicos, calor,
CO2 e H20, e a respiracdo, nesta fase, ndo somente podera causar perdas de MS, bem como
podera induzir processos oriundos pelo aumento da temperatura, como € o caso da reacao de
Maillard, na qual amino&cidos e agucares se complexam, tornando-se caramelizados e
indisponiveis. A duracdo desta fase pode variar dependendo das condicdes especificas da
ensilagem e do tipo de forragem utilizada, geralmente de 2 a 7 dias.

Fase 2 - Fermentacdo Ativa: a duracdo desta fase depende das caracteristicas da planta
ensilada e das condigdes do processo de ensilagem. Aqui, a respiracdo da planta remove o O
residual, promovendo condi¢bes anaerdbias, iniciando-se a fase de fermentacdo, indo
aproximadamente até o 21° dia, dependendo dos teores de MS e da populagdo microbiana
(McDonald et al., 1991; Bolsen et al., 1996). Ocorre quebra das células das plantas, as que
liberam mais quantidades de contetdo celular, ocorrendo também perdas de efluentes
(contendo carboidratos solveis e fragdes nitrogenadas). Na fase inicial da fermentacdo, pode
ocorrer competicdo de microrganismos pelos substratos disponiveis, podendo haver o
desenvolvimento de enterobactérias, clostridios, bacilos, leveduras e BALS, homofermentativas
e heterofermentativas, depois ocorrendo uma fase estavel, quando o pH é reduzido abaixo de
4,5, e a populacdo de enterobactérias e de outros microrganismos deletérios declina
rapidamente, tornando-se as BALs 0s principais microrganismos na silagem, incluindo a

producéo de &cido latico.
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Fase 3 - Fermentacao Estavel: ocorre diminuicdo da fermentacdo, de forma que as BALS
dominam a massa ensilada devido a producdo de AGVs, em sua maioria acido latico. Ocorre a
conservacao do material ensilado, o pH permanece em torno de 4,0, ocorrendo declinios da
populacdo de BALs devido a acidez promovida pelo &cido latico, permanecendo em equilibrio
por tempo indeterminado. A estabilidade do pH e a inativacdo dos micro-organismos ocorre
aproximadamente no 21° dia, que marca o final da fase fermentativa.

Fase 4 - Abertura do silo: durante esta fase, o material, ap6s fermentado, é exposto ao
ambiente aerdbio, a concentracdo de &cido latico e de acucares sollveis residuais pode ser
utilizada para o desenvolvimento de microrganismos aerdébios deterioradores do alimento,
como fungos filamentosos e leveduras. Esse excesso de aglUcares pode provocar baixa
estabilidade aerdbia das silagens. Esses microrganismos comecam a se multiplicar na presenca
de Oz, promovendo aquecimento e liberagdo de H-O da massa ensilada e contribuindo com
alteracdes quimicas principais da silagem, indicadas por uma reducéo de acido latico, elevacao
do pH e um decréscimo substancial no valor nutricional, podendo, ainda, produzir compostos

toxicos para a saude animal.

2.4. ESTABILIDADE AEROBIA

A estabilidade aerdbia de silagem se refere a capacidade da silagem de se manter estavel
quando exposta ao oxigénio do ar ap0Os a abertura do silo. O termo “estabilidade aerdbia” €
definido como o tempo necessario para se verificar mudancas mensuraveis de temperatura,
sendo altamente variavel de poucas horas a semanas (Siqueira et al., 2005). Normalmente, a
quebra da estabilidade aerdbia é definida como o tempo necessario para que a silagem
ultrapasse a temperatura ambiente de 2°C (Kung Jr. et al., 2003). Além da temperatura, de
acordo com Pitt et al. (1991) e Phillip e Fellner (1992), a concentracdo de carboidratos solaveis,
a populacdo de fungos e a concentracdo de &cidos organicos, em interacdo com o pH, sdo os
parametros que mais afetam a estabilidade das silagens. Phillip e Fellner (1992) afirmaram que
0 aumento do pH apo6s a exposicao da silagem ao ar, a queda no teor de carboidratos solveis e
a baixa concentracdo de &cido latico sdo importantes indicadores da deterioracdo da massa
ensilada. Nesse contexto, as silagens de milho, tanto as de plantas como as de graos umidos,
representam um substrato de alto valor nutricional para o desenvolvimento dos microrganismos
oportunistas, responsaveis pela deterioracéo aerdbia, sendo caracterizadas como silagens de alta

degradacéo aerdbia (Jobim; Branco, 2002).
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2.4.1 DETERIORACAO AEROBIA

A deterioracdo aer6bia é caracterizada pela entrada de ar no silo. Como consequéncia
disso, ha multiplicacdo de microrganismos aerobios e 0 consumo dos compostos energéticos
presentes na silagem. O oxigénio penetra na massa ensilada, que, com seu movimento,
proporciona porosidade do material. Além disso, essa acao reduz a qualidade da silagem desde
a exposicdo da silagem no painel do silo até o cocho (Pahlow et al., 2003).

A temperatura é um dos elementos que provocam a deterioracdo da massa ensilada em
consequéncia da acdo prolongada do crescimento das leveduras e fungos filamentosos
(McDonald et al., 1991). O desenvolvimento desses microrganismos ocorre quando ha picos
termais ocasionados pela exposic¢do da massa ao ar. O oxigénio penetra na massa ensilada, e 0s
microrganismos aerobicos comecam a se desenvolver devido a disponibilidade dos substratos
soluveis.

Nesse sentido, as leveduras sdo as iniciadoras do processo de deterioracdo aerobica,
consumindo os carboidratos que elevam a temperatura e o pH da silagem, principalmente
aquelas que consomem o lactato (Pahlow et al., 2003).

Os fungos sdo os principais microrganismos relacionados a deterioracdo da silagem
exposta ao ar, destacando-se as leveduras, e as bactérias do género Bacillus (Woolford, 1984),
podendo permanecer inativas dentro do silo até a exposicdo da massa ensilada ao oxigénio.
Esses microrganismos utilizam substratos derivados diretamente da forragem ou indiretamente
da fermentacédo para o seu desenvolvimento.

Para obter uma silagem de qualidade, é necessario observar os fatores supracitados a
fim de evitar que ocorram em minima escala, devendo haver atencdo em todas as etapas do
processo da ensilagem, principalmente no momento da compactagdo, para remover 0 maximo
de ar possivel e obter um melhor controle desse processo. A deterioracao aerdbia contribui com
as perdas de matéria seca e do valor nutritivo, influenciando negativamente no desempenho

produtivo dos animais (Bernardes et al., 2007).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO E CONDICOES CLIMATICAS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Zootecnia da Universidade Estadual do
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Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) — Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil (21°45°41”’S,
41°17°27°W e 10 m acima do nivel do mar). A regido é caracterizada por clima tropical umido,

com precipitagdo média anual de 1.020 mm e temperatura média de 23,9 °C.

3.2 PREPARACAO E TRATAMENTO DE SILAGENS

As plantas de milho (Zea mays cv. UENF MSV2210) (Figura 3) foram colhidas
manualmente com matéria seca média de 323,17g/kg com base na matéria fresca. Em seguida,
o material foi picado em cortador de forragem (JF Maxxium, JF Agricultural Machinery Ltda.,

Brasil) com tamanho médio de particula de 2-3 cm.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3. Plantio de milho (Zea mays)

Foram utilizados silos de policloreto de vinila (PVC), com 150 mm de didametro x 50
cm de altura, com valvula Bunsen para exaustdo dos gases. Aproximadamente 600 g de areia
seca foram colocados nos silos de PVC, separados por tecido de algoddo para determinagao
das perdas por efluentes. Os silos foram acondicionados com densidade de 600 kg/m? (material
fresco) e, em seguida, todos os silos foram armazenados em sala apropriada, com temperatura
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de 25 + 2,3°C, por 60 dias (Figura 4).

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 4 . Minissilos de policloreto de vinila (PVC)

3.2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos avaliados foram os seguintes: milho Controle
(CON), ensilado sem aditivo; 185 g de casca de camardo moida (GSS); 185 g de casca de
camardo tratada termicamente (SSH); 75 g de casca de camardo tratada com NAOH
(SSNaOH); 55 g de Quitosana (CHI) (Figura 5).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 5. Silagem de milho com os tratamentos
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3.3 TRATAMENTO DA CASCA DE CAMARAQO

As cascas frescas foram obtidas da pesca artesanal. Esse material, inicialmente, passou
por sucessivas lavagens para a retirada do sal e impurezas residuais (Figura 6). Em seguida,
foram secas em estufa de ar forgcado, a 55°C, por 48 horas, e processadas em moinho Wiley,
equipado com peneira de 1 mm. A quitosana foi determinada por meio da metodologia descrita
por Felipe et al. (2017).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 6. Processo de lavagens para retirada do sal e impurezas residuais.

Para a obtencéo do tratamento SSNaOH, as cascas foram tratadas com uma solucao de
1M NaOH, durante 24h, em temperatura ambiente. Ap0s essa etapa, as cascas foram filtradas
e passaram por sucessivas lavagens, até que atingissem a neutralidade (pH 7). Depois, 0
material foi seco em estufa de circulacdo de ar por 12h a 55°C. Em seguida, uma parte desse
material passou pelos processos de desmineralizacdo, com 0.25 M de HCI, durante 24h, em
temperatura ambiente, e a descoloracdo com 0.02% KMnQg, durante 24 horas, em temperatura
a 60°C, para a obtencdo da quitina. A quitosana foi obtida por meio da desacetilacdo alcalina
com a utilizacdo de NaOH 60% em agitacdo mecanica a 350 rpm, por 6 horas.

Apos a obtencdo da quitosana, a partir da casca in natura, foi calculada a dose de cada
tratamento de acordo com os rendimentos das etapas de purificacdo, de modo que todos
apresentassem a mesma concentracdo de CHI. Os tratamentos foram determinados na seguinte
forma:

GSS = 55¢g CHI/29,7% (rendimento da CHI a partir da casca in natura)

NaOH = 185g GSS x 40,5% (rendimento da desproteinizacdo a partir da casca in natura)



27

A quitosana apresentou densidade de 0,66 g/mL, 22,0 g/kg de cinzas, pH 7,0-9,0,
viscosidade <200 cps e nivel de desacetilacdo de 95%.

Para a obtencdo da casca de camardo tratada termicamente, o camardo inteiro passou
por uma etapa de cozimento (temperatura de 100 °C e pressdo de 1 atm), em solucao salina, nas
concentracdes de 7% (p/p) de NaCl, no tempo de 7 minutos. Em seguida, foi realizada a pre-
secagem em um secador de bandeja, sob uma temperatura de 50 °C (umidade relativa do ar de
41%) e um fluxo do ar de secagem de 3,0 m/s. Nessas condigdes, as amostras de camardo foram
colocadas em uma bandeja perfurada com abertura de 2 mm e area de 380 cm? e levada ao
secador por 15 minutos. Logo apds, a casca foi processada em moinho Wiley equipado com

peneira de 1 mm. A dosagem do SSH foi a mesma do GSS.

3.4 ANALISES QUIMICAS

Na abertura de cada silo, o material foi homogeneizado e foi retirada uma amostra de
25 g de silagem fresca para a determinacdo do pH e do nitrogénio amoniacal (NH3-N). Em
seguida, a amostra foi processada com 225 mL de solucéo salina (0,85%), por 1 minuto, em
liquidificador. O material foi filtrado com papel-filtro Whatman (Whatman Inc., Clifton, NJ,
EUA), e trés aliquotas foram coletadas: duas para determinar o perfil fermentativo e uma para
quantificar as contagens microbianas.

Na primeira aliquota, o pH foi medido por meio de um potenciémetro (modelo W3B,
Tecnal, Brasil), e foi adicionado 0,036 N de &cido sulflrico para a determinacdo do NH3-N
por meio de destilacdo com 6xido de magnésio, conforme descrito por Fenner (1965).

A segunda aliquota foi usada para quantificar cidos graxos de cadeia curta (SCFAS).
Nessa aliquota, foi adicionado 0,5 mL de solucdo de acido sulfurico (50%), conforme Ranjit
e Kung Jr. (2001), sendo armazenada a -18°C até a analise. As concentracdes de SCFAs foram
determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC; YL9100 HPLC System
[Young Lin]), equipada com coluna: REZEX RCM — Monossacarideo Ca*? (8%). Agua
ultrapura foi utilizada como fase mével, com fluxo de 0,7 mL/min, e a temperatura da coluna
foi mantida a 60 °C. Além disso, um detector de indice de refracdo foi utilizado. Previamente,
foi realizada uma curva de calibragdo com intervalo de linearidade dos compostos analisados

entre 0,5 e 1 g/L para os acidos butirico e acético e 1 a 2 g/L para o acido propidnico (Figura
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/

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 7. Preparacdo de aliquotas para contagem microbiana e nitrogénio amoniacal.

Amostras de aproximadamente 300 g da forrageira fresca da planta do milho foram
coletadas, e as amostras de silagem foram secas em estufa de ar for¢ado a 55 °C, por 72 horas,
e processadas em moinho Wiley equipado com peneira de 1 mm. Foi analisada a matéria seca
total (MS, método AOAC 967.03, AOAC, 2019), gordura bruta (GB, método AOAC 2003.06,
AOAC, 2019), cinzas (Método AOAC 942.05, método AOAC, 2019), e a proteina bruta (PB)
foi obtida pela determinacdo do N total (método 2001.11, AOAC, 2019) usando um fator de
conversao fixo (6,25). A fibra em detergente neutro (FDN) foi determinada utilizando-se
amilase termoestavel e expressa exclusiva de cinzas residuais (FNDa, método INCT-CA F-
001/1; Detmann et al., 2012), fibra em detergente acido (FDA), de acordo com o INCT- CA F-
003/1, descrito por Detmann et al. (2012) e lignina (Lig) (método INCT-CA F-005/1; Detmann
et al., 2012). O carboidrato ndo fibroso (CNF) foi estimado como CNF (gkg)=1000-CP-Fat-
Ash-NDF. A hemicelulose foi calculada pela diferenca entre FDN e FDA, e a celulose, pela
diferenca entre FDA e lignina, todas expressas em g/kg MS. A energia bruta (EB) foi analisada
em amostras usando um calorimetro de bomba adiabatica PARR (Modelo N° 2081).

O ensaio de degradacg&o in vitro da matéria seca e da FDN foi realizado de acordo com
Tilley e Terry (1963), omitindo a etapa com pepsina. O liquido ruminal foi proveniente de trés
ovinos mantidos com silagem de milho e racdo concentrada para o atendimento das
necessidades de mantencga. Foi utilizada solugdo tampdo de McDougall (1948), e 500 mg de
MS (desvio padrdo =10 mg) de amostras de silagem foram adicionados em frascos &mbar com
50 mL do in6culo previamente preparado. Antes da coleta do liquido ruminal, os ovinos foram
adaptados por 14 dias a uma dieta com silagem de milho e ragcdo concentrada para atender as
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exigéncias de mantenca (Figura 8).
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8. Digestibilidade in vitro.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais Experimentais — UENF, protocolo 419/2019.

3.5 PERDAS DE GASES E EFLUENTES E RECUPERACAO DE MATERIA SECA

As perdas fermentativas e a recuperacdo de matéria seca (RMS) foram calculadas
segundo Jobim et al. (2007), desta forma:

As perdas de gas foram calculadas usando a equacéo 1:
PG = (SMA — SMB)/(MFE x MSE) x 100 Eq.1
Onde: PG = perdas de gases (Yomatéria seca); SMB = massa do silo antes da ensilagem (kg);

SMA = massa do silo ap6s abertura (kg); MFE = massa de forragem ensilada (kg); e MSE =
matéria seca ensilada (% matéria seca).

As perdas de efluentes foram calculadas conforme a equacéo 2:
PE = {[(MESo — M) — (MESc — M)]/EFM} Eq.2

Onde: PE=perdas de efluentes (kg/t material fresco); MESc = massa do silo vazio +
massa de areia no fechamento (kg); M = massa do silo vazio (kg); MESo = massa do silo vazio
+ massa de areia apos abertura (kg); e MFE = massa de forragem ensilada (kg).
A recuperacdo de matéria seca foi calculada utilizando a equacéo 3:
RMS = (MFA x MSA)/(MFE x MSE) x 100 Eq.3



30

Onde: RMS = recuperacdo de matéria seca (%MS); MFA= massa de forragem na abertura (kg);
MSA = matéria seca na abertura (%); MFE = massa de forragem ensilada (kg); e MSE = matéria
seca ensilada (% mateéria seca) (Figura 9).

2022992 09:33

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 9. Minissilos com bolores sendo retirados durante o periodo de abertura.

3.6 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

A terceira aliquota do extrato aquoso da silagem foi filtrada, e 9 mL foram adicionados
em tubo Falcon, estéril, e esse material foi submetido a diluicdes seriadas (10 a 10®) para a
contagem de microrganismos. Para a contagem de Enterobactérias, foi utilizado o meio de
cultura Violet Red Bile (Shanghai Bioway Technology Co., Ltd, Shanghai, China), com tempo
de incubagéo de 24 horas (h), a 37°C. Para a contagem de fungos, foi utilizado o Agar Batata
Dextrose (Shanghai Bioway Technology Co., Ltd, Shanghai, China) com tempo de incubacéo
de quatro dias, a 25°C, e, para bactérias lacticas, o De Man, Rogosa e Sharpe (Shanghai Bioway
Technology Co., Ltd, Xangai, China) foi utilizado durante 48 horas a 37°C, em uma incubadora
anaerobica. As contagens microbianas foram expressas como unidades formadoras de colénias

por grama (ufc/g). Os dados microbianos foram obtidos como unidades formadoras de coldnias
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(ufc) e transformados em logio para obter a distribui¢do log-normal (Figura 10).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 10. Placas de Petri (contagem de microrganismos).

3.7 ESTABILIDADE AEROBICA

Apos a abertura dos silos, 2,0 kg de silagem foram acondicionados em baldes plasticos
com capacidade de 5,0 kg, nos quais permaneceram por sete dias para avaliacdo da estabilidade
aerobia. Essas amostras foram mantidas em temperatura ambiente e monitoradas a cada 6 horas
com data loggers (Log 110 EXF Incoterm; Brasil), inseridos a 10 cm de profundidade no centro
da massa ensilada. A estabilidade aerdbica foi calculada como o tempo, em horas, em que a
temperatura da silagem excedeu a temperatura ambiente em 2°C ap0s a exposicao ao ar (Ranjit;
Kung Jr., 2001). O pH da silagem, ap0s exposicdo aerobia, foi avaliado a cada 24 horas: foram
obtidas amostras da silagem (15 g), diluidas em agua destilada (250 g), processadas em
liquidificador por 1 minuto, e o pH da silagem foi analisado por meio de um potencidémetro
(modelo W3B, Tecnal, Brasil) (Figura 11).
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 11. Medicao de temperatura e pH.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de composicdo quimica, perdas, contagens microbianas, perfil fermentativo,
degradabilidade in vitro e energia bruta foram comparados por meio do teste de Tukey, com
nivel de significancia de 0,05, utilizando o pacote misto do SAS (SAS University Edition, SAS
Institute Inc., Cary, Carolina do Norte, EUA). Foi considerada tendéncia quando 0,10 > P >
0,05. O seguinte modelo estatistico foi utilizado:

YVij=n+a; tey;
Em que: Y;; € o valor observado para a variavel em estudo referente a j-ésima repeticao do i-
¢ésimo nivel do fator a; ¢ € a média de todas as unidades experimentais da variavel em estudo;
a; € a adicdo de aditivos nas silagens com i = 1,2,3,4,5; eij € 0 erro associado a observacgao Y;;.

Os dados de estabilidade aerobia e pH foram analisados como medidas repetidas ao
longo do tempo por meio de analise de regressdo, com nivel de significancia de 0,05, utilizando
0 pacote MIXED do SAS (versao SAS University Edition, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
O seguinte modelo estatistico foi utilizado:

Yiik =0+ a; +7; +at;j + e

Em que: Y;;,€ o valor observado para a variavel em estudo referente a k-ésima réplica do i-
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¢ésimo nivel do fator o na j-ésima hora; u é a meédia de todas as unidades experimentais da
variavel em estudo; a; é a adicdo de aditivos nas silagens com i = 1,2,3,4,5; 1, € o efeito
aleatorio das horas de avaliacdo com j = 0,24, ..., 144 parapH € 0,8,16,..., 162 para temperatura;

at;; € ainteragdo entre aditivos e horas de avaliagdo; e;;, € 0 erro associado a observagao Y; .

4. RESULTADOS

Os aditivos afetaram (P<0,05) a composi¢do quimica da silagem de milho. A utilizacdo da
SSH na silagem de milho promoveu 0 aumento nos teores de matéria seca (MS) (P<0,001),
proteina bruta (PB) (P<0,001) e a reducdo da fibra em detergente neutro (FDN) (P = 0,002),
fibra em detergente acido (FDA) (P<0,001), celulose (Cel) (P<0,001) e hemicelulose (Hem) (P
= 0,002) em relacdo ao CON (Tabela 1). Ja a silagem contendo GSS apresentou reducéo nos
teores de MS (P<0,001) e matéria organica (MO) (P = 0,002) e aumento nos teores de cinzas
(P = 0,006), CNF (P = 0,015) em relagdo ao CON (Tabela 1). As silagens contendo CHI e
SSNaOH apresentaram comportamento semelhante em relagdo ao CON (Tabelal).

Tabela 1. Efeitos dos diferentes tratamentos com casca de camardo na composi¢ao quimica da
silagem de milho.

. . Aditivos
Variaveis Milho CON SSH GSS CAl SSNaOH EPM  ValorP
MS 323,17 293,43° 325,667 29552 309,2° 306,73 2,348 <,0001
MO 261,44 228,1* 231,65 191,72° 243,24 228,11* 3,332 0,002
PB 54,7 60,509 97,70° 83,29° 72,06° 71,78 2,402 <,0001
PIDN 49,57 54,63 87,41* 7517° 6506° 64,76° 2,126 <,0001
GB 23,4 3257° 37,51° 2343 3242*% 30,05® 1,052 0,001
Cinzas 61,72 65,33 94,01* 103,8° 65,96° 78,62®* 3,669 0,006
FDN 553,98 546,63% 488,36° 554,17% 554,97 546,01* 5,156 0,002
FDA 266,93 297,97 268,86° 323,44 312,7% 308,01* 3,766 <,0001
Lig 15,99 91,50° 110,19 120,63 14558* 139,52 3,898 0,004
CNF 306,19 294,97% 282,422 23531° 274,57% 27354® 4477 0,015
Cel 287,04 288,82% 257,84° 311,37% 298,14 294,068 3,531 <,0001
Hem 250,94 248,67% 219,49° 230,73 24227% 237,99% 2124 0,002

Milho = planta de milho antes da ensilagem; CON = Controle; SSH = casca de camardo tratada termicamente;
GSS = silagem da casca de camardo moida; CHI = Quitosana; SSNaOH = casca de camarao tratada com NAOH,;
EPM = Erro padrdo da média. MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = Proteina bruta; PIDN = proteina
bruta insoltvel em detergente neutro; GB = Gordura bruta; FDN = Fibra em detergente neutro; FDA = Fibra em
detergente acido; Lig = Lignina; CNF = Carboidrato ndo fibroso; Hem = Hemicelulose; e = Celulose, todas
expressas em g/kg, exceto MS, expressa como alimentado e NDICP, expresso em % de PB.

*Meédias seguidas de diferentes letras em uma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Ao analisarmos a degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), ndo observamos
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influéncia dos aditivos na silagem (P = 0.,96). Porém, o GSS e SSNaOH reduziram a
degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) em 11,47 e 6,19%, respectivamente (Tabela
2). Entretanto, a CHI reduziu (P = 0,001) a degradabilidade in vitro da fibra em detergente
neutro (DIVFDN) em 18,14% quando comparado com o CON (Tabela 2). Apesar de nédo
apresentar diferenca (P = 0,303) entre os tratamentos, a CHI aumentou a energia bruta (EB) em
3,82% (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos de diferentes tratamentos com casca de camaréo na degradabilidade in vitro e
na energia bruta da silagem de milho.

. . Aditivos
Variaveis Milho CON SSH 5SS CHI  SSNaoH EPM ValorP

DIVMS, g/lkg 502 525 543 465 504 492 10,335 0,296
DIVFDN g/kg 283  294%  308® 3218  241° 263* 6,937 0,001

EB, MJ/kgMS 16,7 16,6 16,5 16,7 17,3 16,6 0,065 0,303

Milho = planta de milho antes da ensilagem; CON = Controle; SSH = casca de camardo tratada termicamente;
GSS = casca de camardo moida; CHI = Quitosana; SSNaOH = casca de camarédo tratada com NAOH; EPM = Erro
padrdo da média. DIVMS = Degradabilidade in vitro da matéria seca; DIVFDN = Degradabilidade in vitro da fibra
em detergente neutro; EB = Energia bruta. *Médias seguidas de diferentes letras em uma linha diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os aditivos ndo afetaram a temperatura de abertura do silo (P = 0.995), porém o GSS
aumentou (P < 0,001) o pH em 31,11% em relagdo ao CON. Os aditivos promoveram maior (P
< 0,001) perda de nitrogénio amoniacal (NH3-N) na silagem (Tabela 3). Os aditivos ndo
afetaram as concentragdes dos acidos acetico (P = 0,854) e butirico (P = 0.,21). Entretanto,

reduziram as concentracdes de acido propidnico (P = 0,042) (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos dos diferentes tratamentos com casca de camardo no perfil fermentativo da
silagem de milho.

Variaveis Aditivos EPM  Valor-P

CON SSH _ GSS _ CHI  SSNaOH
—
;’Iocaposabe”“rado 224 225 224 225 226 0111 0,995

pH depois de abrir o silo 3,6 4,0° 5,2 3,7° 3,8 0,105 <,0001
NHs-N, g/kg PB 0,9¢ 1,4 2,42 1,5% 1,7° 0,086 <,0001
Acido acético, g/lkg MS 28,0 35,4 21,1 23,2 35,2 5,561 0,854

Acido propionico, g/kg 1222 019° 025" 025" 0,06 0112 0,042
MS ) ) ) ) ) ) ]

Acido butirico, g/kg MS 0,03 0,09 0,01 0,05 0,05 0,010 0,521

CON = Controle; SSH = casca de camardo tratada termicamente; GSS = casca de camardo moida; CHI =
Quitosana; SSNaOH = casca de camardo tratada com NAOH; EPM = Erro padrdo da média. T = Temperatura;
NH3-N = nitrogénio amoniacal.

*Meédias seguidas de diferentes letras em uma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Os aditivos aumentaram (P <0,001) as perdas por gases, mas ndo afetaram as perdas por
efluentes (P = 0,175). Entretanto, somente o0 GSS ndo promoveu aumento (P = 0,002) na
recuperacdo da matéria seca (Tabela 4). O SSH aumentou (P = 0,045) a populacdo de bactérias
acido-laticas (BALs) em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 5). J& a populacédo de fungos
ndo foi afetada pela utilizagdo de aditivos (P = 0,526) (Tabela 5).
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Tabela 4. Efeitos dos diferentes tratamentos com casca de camardo nas perdas e recuperacdo de matéria seca da silagem de milho.

o Aditivos
variaveis CON SSH GSS CHl ssNaon | oM Valor-P
Perdas de gas, % MS 47,9° 49,8° 1062 49,3° 48,9° 5,961 <,0001
Perdas de efluentes, g/kg MS 9,92 12,90 14,96 11,28 10,46 1,181 0,175
Recuperacdo de matéria seca, g/kg MS 9412 969? 880P 9442 9378 9,646 0,002

CON = Controle; SSH = casca de camarao tratada termicamente; GSS = casca de camardo moida; CHI = Quitosana; SSNaOH = casca de camarao tratada com NAOH; EPM =
Erro padrdo da média.
*Meédias seguidas de diferentes letras em uma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 5. Efeitos dos diferentes tratamentos com casca de camardo nas populagdes microbianas da silagem de milho.

o Aditivos
Variaveis CON SSH GSS Cal SSNaOH EPM Valor-P
BAL, log10/g de silagem fresca 3,75° 8,03? 4,26° 2,88° 4,03 0,615 0,045
Fungos, log10/g de silagem fresca 4,03 4,72 5,89 3,21 4,96 0,338 0,526

CON = Controle; SSH = casca de camarao tratada termicamente; GSS = casca de camardo moida; CHI = Quitosana; SSNaOH = casca de camarao tratada com NAOH; EPM =
Erro padrdo da média.

*Médias seguidas de diferentes letras em uma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

+Nao foi observada presenca de enterobactérias nas contagens bacterianas.
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Ao analisarmos a estabilidade aerdbica, observamos que os tratamentos GSS e SSH
promoveram maiores (P <0,001) estabilidades na silagem ao longo do tempo (Figura 12a). J&
em relacdo ao pH, o SSH se manteve (P <0,001), ao longo do tempo, com uma variacao de 0,35
(Figura 12b).

Figura 12. Estabilidade aerdbia da silagem de milho com diferentes aditivos durante sete dias.
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CON = Controle; SSH = casca de camarao tratada termicamente; GSS = casca de camardo moida; CHI = quitosana;
SSNaOH = casca de camardo tratada com NAOH. No painel (A) Temperatura; e (B) pH. Temperatura acima da
temperatura ambiente (2°C): CON (2,48°C em 36 horas); SSH (2,90°C em 90 horas); GSS (2,21°C em 114 horas);
CHI (2,42°C em 36 horas); SSNaOH (3,40°C em 36 horas).

5. DISCUSSAO

A adicdo dos aditivos aumentou os teores de MS na silagem de milho (Tabela 1)
provavelmente pela maior recuperacdo de MS em relacdo ao CON (Tabela 4). Para Muck et al.
(2018), a reducdo das concentracbes de &cido butirico e, consequentemente, das perdas
fermentativas afetam a recuperacdo de MS, resultando em maiores teores de MS na silagem. O
aumento nos teores de PB nas silagens com aditivos se da pela concentracdo de proteina
presente no exoesqueleto (Heu et al., 2003). Porém, a maior parte dessa proteina esta
indisponivel (Fanimo et al., 2004), como comprovado neste estudo. Os teores de proteina bruta
insoluvel em detergente neutro (PIDN) ficaram acima de 64,50% (Tabela 1).

Outro fato importante € que a casca de camardo, independentemente do tratamento,
aumentou a protedlise na silagem (Tabela 3). Esse fato sempre ocorrera devido a quitosana ser

uma base fraca solivel em solugédo aquosa de acido abaixo de seu pKa (6.3), na qual unidades
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de glucosamina (—NH_) s30 convertidas em forma protonada solivel (-NH*®) (GOY et al.,
2009). Em um ambiente &cido, a quitosana € caracterizada pela maior solubilidade e capacidade
de reagir com a carga negativa na superficie das células bacterianas, resultando na desintegracéo
da membrana celular e danos na parede celular bacteriana. A quitosana, em pH acima de 7,
perde suas propriedades antimicrobianas devido a falta de grupos amino protonados e baixa
solubilidade (Kong et al., 2010; Ma et al., 2017). Entretanto, 0 mecanismo de agao
antimicrobiana da quitina ainda é desconhecido (Kucharska et al., 2020).

Apesar de aumentar a prote6lise na silagem, os valores de nitrogénio amoniacal (NH3-N)
foram baixos (Tabela 3) e, de acordo com McDonald et al. (1991), silagens de boa qualidade
devem conter menos de 10% de NH3-N do nitrogénio total. A utilizacdo da gordura durante o
processo de ensilagem é muito baixa e esta ligada as perdas fermentativas. E 0 aumento nas
perdas fermentativas resulta na reducéo nos teores de gordura bruta (GB) da silagem (Gandra
et al., 2020). Esse fato é observado neste estudo (Tabelas 1 e 4). O aumento no teor de cinzas
nas silagens utilizando GSS e SSH se d& por causa da matéria mineral presente na casca do
camardo. Em contrapartida, a CHI apresentou menor teor entre os tratamentos por sofrer um
processo de desmineralizacdo (Tabela 1).

A fracdo fibrosa sofreu influéncia dos aditivos, e a silagem tratada com SSH apresentou
menor teor de Hem e Cel, refletindo nos teores de FDN e FDA (Tabela 1). Para Van Soest et
al. (1991) e Harper e McNeill (2015), a hemicelulose é o constituinte da FDN com maior
potencial de digestdo, sendo que isso foi observado neste estudo (Tabela 2). A melhoria na
degradacdo da FDN pode ter sido por causa da relacdo entre as BALs e a producao de esterase
de &cido ferulico durante a silagem armazenada (Nsereko et al., 2008). A esterase do acido
feralico pode quebrar as ligagdes entre lignina e polissacarideos estruturais da forragem,
aumentando, assim, a degradabilidade da fibra (Nsereko et al., 2008; Li et al., 2019), e esse fato
corrobora nosso estudo (Tabelas 2 e 5).

Entretanto, o aumento da DIVFDN na silagem tratada com GSS ndo se refletiu na reducao
da fracdo fibrosa. O motivo desse evento ndo esta claro (Tabela 2). Ja a reducdo da DIVFDN
na silagem com CHI se da pela natureza policatidnica da quitosana (cargas positivas de grupos
amino protonados [NHs*]), permitindo que ela interaja com a membrana externa carregada
negativamente de muitos microrganismos, causando extensas alteraces na superficie celular e
levando ao vazamento de substancias intracelulares, resultando em morte celular (Ma et al.,
2017). A reducdo da DIVFDN na silagem com SSNaOH também foi observado, e

provavelmente o grupo -NHCOCHS; também seja efetivo agente antibacteriano.



39

A fermentacéo de silagens de milho normalmente é satisfatoria, apresenta teores adequados
de carboidratos solveis para o processo fermentativo, possibilitando uma boa fermentacéo
latica, resultando em um alimento de alto valor nutritivo (Muck, 2010; Kung Jr. et al., 2018).
Os aditivos ndo melhoraram o perfil fermentativo da silagem (Tabela 3). Neste estudo, ndo
observamos variagdo na temperatura de abertura entre os aditivos (22,43 — 22,62°C [min-
max.]). Porém, o pH da silagem tratada com GSS ficou acima do das demais, e essa elevacéo
do pH pode ter sido causada pela maior contagem de fungos nessa silagem (Tabela 5). Esse fato
pode ser comprovado pelo aumento da concentragdo de NH3-N (Tabela 3), uma vez que a
amonia esta relacionada a quebra excessiva de proteinas, causada por uma queda lenta do pH
(Kung Jr. et al., 2018).

Embora ndo tenha havido efeito significativo dos aditivos na concentracdo de &cido aceético,
0 SSH e 0 SSNaOH proporcionaram aumentos de 25 e 18,18%, respectivamente (Tabela 3). O
aumento do &cido acético leva a uma melhora na estabilidade aerobica devido as fortes
caracteristicas antifingicas. No entanto, quando presente em concentracfes acima de 3%, é um
indicativo de que houve alteracOes indesejaveis no processo de ensilagem (Kung Jr. et al.,
2018).

Em relacdo ao acido propionico, os aditivos reduziram a concentracdo desse acido. Para
Kung Jr. et al. (2018), altas concentracGes de acido propiénico (> 0,3 — 0,5%) sd@o mais
comumente encontradas em fermentacgdes clostridiais, provavelmente resultado de Clostridium
propionicum, com a possibilidade de os aditivos terem afetado a populacéo de propionibactérias
que converteram glicose e acido latico em acido propidnico e &cido acético.

Assim como o acido acético, os aditivos ndo afetaram o &cido butirico. Porém, os aditivos
reduziram a concentracdo desse acido (Tabela 3). O &cido butirico ndo deve ser detectado na
silagem, e a presenca desse acido indica atividade metabdlica de organismos clostridiais, o que
leva a grandes perdas de MS e baixa recuperacdo de energia (Pahlow et al., 2003). Alguns
clostridios sdo capazes de fermentar aglcares em &cido butirico (sacarolitico), e alguns podem
converter acido lactico em acido butirico, e algumas espécies sdo altamente proteoliticas (Kung
Jr. etal., 2018).

Produzir forragem de alta qualidade na forma de silagem, evitando ao maximo as perdas
fermentativas, € um desafio (Borreani et al., 2017). Neste estudo, as perdas por gases
aumentaram na silagem tratada com GSS (Tabela 4), e essas perdas podem estar associadas ao
tipo de fermentacdo que ocorreu durante o processo. Quando a fermentacéo é feita por bactérias

homofermentativas, a glicose € utilizada como substrato e pode produzir acido latico,
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promovendo pequenas perdas (McDonald et al., 1991; Muck, 2010). A recuperagdo de MS
(RMS) foi menor na silagem tratada com GSS. Isso € justificado pelo fato de a RMS estar
relacionada a baixas perdas (gases e efluentes) (Zanine et al. 2020). Os efeitos antifingicos do
SSH, CHI e SSNaOH podem ter influenciado na recuperacdo de MS da silagem de milho,
corroborando Gandra et al. (2016).

O processo fermentativo geralmente controla a atividade microbiana, combinando um
ambiente anaer6bico com a fermentacéo natural de acucares pelas BALs (Muck, 2010). Apesar
das BALs terem papel fundamental no processo de ensilagem, pela inibi¢do do crescimento de
microrganismos deteriorantes e permitirem maior recuperacdo da energia dos carboidratos
fermentados por meio da producdo de &cido latico (Muck 2010; Borreani et al. 2017), no
presente estudo, observamos que aumentaram a contagem de BALSs na silagem tratada do SSH.
A provavel explicacdo para tal fato pode ser a baixa agdo antibacteriana. Porém, a razdo para
esse aumento nao esta clara (Tabela 5). Apesar de ndo termos observado efeitos dos
tratamentos, a CHI reduziu a contagem de fungos na silagem, corroborando o estudo de Gandra
et al. (2016).

A deterioracdo aerdbia da silagem é causada por microrganismos aerébicos (leveduras,
fungos filamentosos e bactérias aerdbias). Esses microrganismos consomem o0s acidos
produzidos durante o processo de conservacdo (&cido latico) e os componentes solUveis da
silagem, produzindo diéxido de carbono, agua e calor (Muck 2010; Borreani et al. 2017). O
presente estudo mostra que SSH e GSS foram eficazes para diminuir a temperatura e aumentar
a duracédo do periodo de estabilidade aerobia (Figura 1a). Apesar da maior estabilidade aerobica
da GSS, houve perda de MS. Esse fato pode estar ligado a composicdo quimica. Para Gandra
et al. (2016), se mais substrato estiver disponivel para o crescimento microbiano, podera ocorrer
maior perda de MS. O pH apresentou comportamento semelhante a temperatura (Figure 1b), e
0 SSH e o GSS foram eficientes em manter o pH das silagens, auxiliando na estabilidade
aerobica. Embora o pH das silagens tratadas com SSH e GSS terem ficado acima da faixa ideal
(3,2 a4,2), que promove a conservacao eficiente da massa ensilada (McDonald et al. 1991), as

variacOes ao longo das 168 horas foram de 0,35 e 0,24, respectivamente.

6. CONCLUSAO

A utilizacdo de SSH melhorou a composigdo quimica e a degradabilidade in vitro da
silagem de milho. Os aditivos ndo promoveram melhorias no perfil fermentativo, tampouco nas

perdas. Porém, o SSH, CHI e SSNaOH aumentaram a recuperacdo de matéria seca. O SSH
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aumentou a populacdo de BALs, e a CHI apresentou maior eficiéncia na redugéo da populagéo
de fungos. Apesar disso, a utilizacdo de SSH e GSS aumentou o tempo de exposi¢do ao ar na
silagem de milho. Assim, a casca tratada termicamente pode ser uma alternativa de aditivos na

ensilagem de milho.
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