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Influéncia da quitosana e do gréao de soja cru e integral sobre as fases das digestas
ruminal e reticular e metabolismo nitrogenado em bufalos

RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliar a influéncia da quitosana e grdo de soja cru e integral
sobre a composicao das fases sélida e liquida das digestas ruminal e reticular e sobre o
metabolismo nitrogenado através das excregdes urinarias utilizando trés dias de coleta
em dois tipos de métodos (coleta de urina total e spot) em bufalos Murrah. Foram
utilizados quatro bufalos, com peso corporal de 351+15 kg (média + desvio padrédo),
com aproximadamente 24 meses, machos castrados, canulados no ramen, distribuidos
em um quadrado latino 4 x 4, alimentados com as seguintes dietas: 1) Controle (CO),
composta por uma dieta basal constituida por concentrado a base de milho moido, farelo
de soja, mistura mineral e ureia; 2) Quitosana (CO+QT), composta pela dieta 1 com a
inclusdo de 150 mg/kg de peso corporal de quitosana incubada via canula ruminal; 3)
Gréo de soja integral (GSI), composta pela substituicdo total do farelo de soja pelo gréo
de soja na dieta basal; e 4) Gréo de soja + quitosana (GSI+QT), composta pela dieta 3
com a inclusdo de 150 mg/kg de peso corporal de quitosana incubada via cénula
ruminal. A quitosana e o grdo de soja integral ndo alteraram a composicdo das fases das
digestas do rimen e do reticulo. Entretanto, a interacdo da quitosana com o grao de soja
integral promoveu maior teor de MS na fase liquida do reticulo. O balango de
compostos nitrogenados foi positivo para todas as dietas, porém ndo houve influéncia da
quitosana e/ou gréo de soja. Com relacdo aos derivados de purinas, a quitosana com
interacdo do grdo de soja integral proporcionou maiores excre¢fes de hipoxantina e
xantina, porém ndo alterou a concentracdo dos derivados de purinas e nitrogénio
microbiano. Quando foram avaliados nos trés dias de coleta, as metodologias de coleta
de urina total e spot ndo diferiram entre si, com relacdo as excrecdes de derivados de
purinas totais e nitrogénio microbiano. O valor médio de creatinina encontrado no

0,75 0,75

presente experimento foi de 18,07 mg/Kg/PC ou 79,93 mg/Kg™ " ou 0,71 mmol/Kg™".

Palavras-chave: Balango de N, creatinina, derivados de purinas, Murrah, N-microbiano
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Influence of chitosan and whole raw soybean over the phases of ruminal and
reticular digestas and nitrogen metabolism in buffaloes

ABSTRACT

The objective in this study was to evaluate the influence of chitosan and whole raw
soybean over the solid and liquid phases of rumen and reticular digestas and the
nitrogen metabolism through of the urinary excretions using three collection days on
two types of methods (collection of total and spot urine) in Murrah buffaloes. Were
used four buffaloes, with a body weight of 351+15 kg (average * standard deviation),
approximately 24 months of age, castrated, cannulated in the rumen, distributed in a 4 x
4 latin square, fed with the following diets: 1) control (CO), composed for a basal dieta
with a concentrate with ground corn, soybean meal, mineral mixture and urea; 2)
Chitosan (CO+CT), composed of the Diet 1 with inclusion of 150 mg/kg/BW of
chitosan incubated via ruminal canula; 3) Whole raw soybean (WS), composed by the
total replacement of soybean meal in control diet by whole raw soybean; and 4) Whole
raw soybean + chitosan (WS+CT), composed of Diet 3 with inclusion of 150
mg/kg/BW of chitosan incubated via ruminal canula. Chitosan and whole raw soybean
not changed the composition of the phases from the rumen and reticulum digestas.
However the interaction of chitosan with and whole raw soybean promoted higher DM
level in the reticulum liquid phase. The nitrogen balance was positive for all diets, but
there was not influence of chitosan and/or whole raw soybean. About the purines
derivatives, the chitosan and whole raw soybean interaction resulted in higher
excretions of hypoxanthine and xanthine, but was not changed the purines derivatives
and microbial nitrogen concentrations. Total and spot urine collection methods do not
differ when were evaluated in three days of excretions of the total purine derivatives and
microbial nitrogen. The average value of creatinine found in this experiment was 18.07
mg/kg/BW or 79.93 mg/kg®" or 0.71 mmol/kg®".

Keywords: creatinine, Murrah, microbial N, N balance, purine derivatives



1. INTRODUCAO

A bubalinocultura brasileira estd em crescente desenvolvimento no pais e
representa hoje uma alternativa rentavel, isso se deve ao fato do bufalo ser adaptavel em
ambientes com forrageiras de baixa qualidade, sendo que o sistema de criacdo €
exclusivamente extensivo quando o objetivo da criacdo € a producdo de carne, e semi-
intensivo quando o objetivo é a producdo de leite.

O rebanho brasileiro de bafalos (Bubalus bubalis), segundo o IBGE (2011) foi
de 1 277 199 cabecas, havendo o norte contribuido com 64% do total de cabecas com
destaque para o Para com 40% do rebanho brasileiro. O nordeste é o segundo maior
produtor com 10% do rebanho brasileiro, com o Maranhdo, como primeiro Estado do
nordeste com 66%, seguido da Bahia, com 22% do rebanho nordestino.

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento do nimero de pesquisas realizadas
com bufalos devido as particularidades fisiologicas e anatdmicas destes animais que
possibilitam maior desempenho quando comparado com 0s bovinos em determinadas
situacbes. Como exemplos, podem ser citadas a maior concentracdo da populacdo de
bactérias da espécie Fibrobacter succinogenes (gram -) que das espécies Ruminococcus
flavefaciens e Ruminococcus albus (gram +) em bufalos do pantano (WANAPAT e
CHERDTHONG, 2009); maior reciclagem de N para o rimen através da saliva
conferindo maiores valores de pH ruminal (PIMPA et al., 2007); e maior capacidade
ruminal e reticular e menor intestino delgado (FRANZOLIN, 1994). Essas diferencas
permitem o aumento da digestibilidade da FDN, a reduc¢do da excrecdo de nitrogénio, e
consequentemente, aumento da sintese de proteina microbiana (ABLAS et al., 2003).

Entretanto, com poucos estudos na nutricdo de bufalos, muito se tem usado
estimativas de parametros dos bovinos, acarretando em estimativas erréneas, ja que
bufalos possuem particularidades na sua anatomia, processos digestivos e
aproveitamento de nutrientes.

Neste contexto, € preciso considerar a alta correlacdo producdo animal X
ingestdo de alimentos que decorre do fato que o consumo de alimentos € o principal
determinante do ingresso de nutrientes para o entendimento das exigéncias de mantenca
e producdo dos animais (CHIZZOTTI et al., 2007). Pois, a alimentacdo € responsavel

pela maior parcela dos custos da atividade o que leva produtores e pesquisadores a



testarem alimentos de mais baixo custo e que proporcionem aos animais melhor
eficiéncia alimentar (LEAL, 2005).

O gréo de soja na sua forma integra comegou a ser avaliado por diversos
pesquisadores em substituicdo principalmente ao farelo de soja, por ser considerado um
alimento proteico-energético com 38,5% de proteina bruta, 19% de extrato etéreo e
90,5% de nutrientes digestiveis totais (CQBAL 3.0). Além disso, apresenta baixo custo
(custo reduzido pela auséncia de processamento) e aceitabilidade pelos animais quando
adaptados (FREITAS JUNIOR et al., 2013; NAVES et al., 2013; RENNO et al., 2015).

Além dos estudos de novos alimentos, uma das formas nutricionais de se
aumentar a eficiéncia produtiva seria manipular a fermentacdo ruminal com o uso de
aditivos, a exemplo dos antibidticos iondforos que se apresentaram como alternativas
promissoras desde a década de 70 (NRC, 2001).

Com caracteristicas semelhantes aos ionoforos, a quitosana tem despertado o
interesse de pesquisadores como modulador natural da fermentacdo ruminal, uma vez
que os antibidticos iondforos foram proibidos na Unido Europeia desde 2003
(Regulacdo 1831/2003/EC), pelo questionamento da resisténcia microbiana em
detrimento da salde humana (GOIRI et al., 2009a, b; GOIRI et al., 2010; KONG et al.,
2010).

Estudos avaliando a nutricdo de ruminantes, na maioria das vezes requerem a
pratica de diversas cirurgias invasivas para a implantacdo de fistulas ao longo do trato
gastrointestinal. Contudo, estas técnicas podem gerar desconforto animal, possivelmente
alterando o consumo de matéria seca, influenciando os parametros avaliados. Diante
desta perspectiva, alternativas metodoldgicas para estimar o fluxo de nutrientes pos-
rimen tém sido utilizadas, como a amostragem reticular, para minimizar o uso de
técnicas invasivas aos animais ruminantes (KRIZSAN et al., 2010; FACIOLA, 2014;
FATEHI et al., 2015).

Objetivou-se com este estudo avaliar a quitosana e 0 grdo de soja cru e integral
sobre a composicéo fisica e quimica das fases solida e liquida das digestas ruminal e
reticular e sobre o metabolismo nitrogenado através do balanco de N. Aléem disso,
buscou-se avaliar a excre¢do de derivados de purina e producdo de nitrogénio
microbiano através do numero de dias de coleta de dois tipos de metodologias de coleta

de urina (total e spot) em bdfalos Murrah.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1  Quitosana como aditivo alimentar para ruminantes

A quitosana, como segundo polissacarideo mais abundante na natureza, é
derivada da desacetilacdo da quitina, um componente do exoesqueleto de crustaceos e
insetos. E um biopolimero ndo toxico e biodegradavel utilizado na medicina, industria
farmacéutica, cosmetologia e na preservacdo de alimentos pela sua atividade
antimicrobiana (SENEL e McCLURE, 2004; KONG et al., 2010).

A quitosana como moduladora da fermentacdo ruminal em substituicdo aos
antibidticos ionoforos, tem maior acdo sobre as bactérias gram-positivas do que as
gram-negativas, com acdo sobre os protozoarios e fungos, porém depende do grau de
desacetilacdo, tornando-a eficaz quando maiores graus sdo conferidos. Sua agéo
antimicrobiana € justificada a trés mecanismos: primeiro, a maior atividade
antimicrobiana é encontrada em pH variando entre 4,5 a 5,9, pois em meio acido, as
cargas positivas da quitosana interferem nas cargas negativas das macromoléculas
(lipopolissacarideos e proteinas de membrana) da superficie bacteriana, competindo
com o Ca’ por cargas negativas, interferindo nas trocas de nutrientes do interior e
exterior das células, resultando na morte microbiana; segundo, a quitosana tem um
mecanismo que atua como quelante, criando ligagdes covalentes com minerais
essenciais aos microrganismos; e terceiro, estabelece que o baixo peso molecular €
capaz de entrar no ndcleo da célula microbiana, interagindo com o DNA, interferindo na
sintese do RNA mensageiro, afetando a sintese de proteinas (SIGNINI e CAMPANA
FILHO, 2001;SENEL e MCcCLURE, 2004; DUTTA et al.; 2009; MARTINEZ-
CAMACHO et al., 2010).

Em experimentos in vitro e in situ da nutricdo de ruminantes, a quitosana tem
modulado a fermentacdo ruminal, principalmente na concentragdo dos AGV’s,
aumentando a concentragcdo de propionato, causando reducdo na propor¢do molar
acetato:propionato; promoveu a reducdo da concentracdo de metano, consequentemente
proporcionando melhor aproveitamento da eficiéncia energética; melhorou a
digestibilidade da MS, MO, FDNcp e PB, reduziu a concentra¢gdo de N-amoniacal no
ramen, indicando que as bactérias celuloliticas foram selecionadas e eficientes no
aproveitamento da amonia ruminal para sua sintese e multiplicagdo (GOIRI et al.,
2009a,b; GOIRI et al., 2010; LI et al., 2013).



Diante destes resultados, a quitosana mostrou-se um aditivo promissor na
nutricdo de ruminantes e muitos pesquisadores avaliaram-na sobre a fermentacéo
ruminal de bovinos. Araujo et al. (2015) testaram niveis de quitosana (0, 50, 100,
150mg/Kg/PC) em nelores alimentados com silagem de milho (60:40) e observaram
melhor digestibilidade da MS, PB e FDN; reducdo do acetato e butirato e aumento do
proprionato, reduzindo a relacdo acetato:proprionato, favorecendo o incremento de
glicose no sangue. Mingoti et al. (2016) testaram niveis de quitosana (0, 50, 100,
150mg/Kg/PC) em vacas leiteiras alimentadas com silagem de milho (50:50) e
observaram melhor digestibilidade da MS, MO, PB e FDN conforme foram aumentando
as doses. Paiva et al. (2016) testaram niveis de quitosana (0, 75, 150, 225mg/Kg/PC) em
vacas leiteiras alimentadas com silagem de milho (63:37) e observaram que a quitosana
ndo teve influéncia sobre o CMS, porém aumentou a digestibilidade da PB o que
acarretou em maiores excrecoes de nitrogénio no leite, além do aumento do propionato
e reducdo da proporcdo molar acetato:propionato. Vendramini et al. (2016), observaram
0 uso de aditivos: 6leos essenciais (1g/dia), quitosana (150mg/Kg/PC) e monensina
(24mg/Kg.MS) na dieta de vacas leiteiras, e concluiram que a quitosana néo influenciou
0 CMS, a producdo e composicdo do leite, porém melhorou a digestibilidade da PB,
possibilitou a reducdo do acetato e aumento do propionato, acarretando em menor
propor¢do molar acetato:propionato.

N&o ha estudos na literatura sobre a influéncia da quitosana sobre a fermentacao
ruminal de bufalos. Entretanto, estudos com aditivos naturais semelhantes aos
mecanismos de acdo dos antibidticos iondforos apresentaram resultados interessantes.
Zeoula et al. (2011) avaliaram o uso de leveduras (Saccharomyces cerevisiae) comparando
com a monensina sobre a fermentacdo ruminal em bufalos Murrah e observaram
reducdo na proporgdo molar acetato:butirato. Costa Junior et al. (2012) trabalharam com
doses de propolis em bufalos Murrah x Jafarabadi alimentados com feno Cynodon spp.
(70:30) e obtiveram maiores concentragdes de butirato no rdmen, aumentando 0s
AGV'’s de cadeia curta; a digestibilidade da MS, MO, FDN, CT e NDT foram maiores
com a adi¢éo do propolis.

Diante da perspectiva destes resultados sobre a modulagdo na fermentacdo
ruminal de bufalos, hd a hipotese que a quitosana poderia influenciar a fermentagéo

ruminal de bifalos.



2.2 Gordura protegida para ruminantes

A suplementacdo com gordura é comumente utilizada para aumentar a densidade
energética da dieta de ruminantes, principalmente em vacas leiteiras, com o intuito de
reduzir o balango negativo de energia, evitando a manifestacdo de disturbios
metabdlicos, melhorando o desempenho da lactagdo e reprodutivo, além de facilitar a
restituicdo da condicdo corporal (HAVERTINE e ALLEN, 2006).

Como o uso de gordura como suplemento ocorre na sua grande maioria com
animais em lactacdo, beneficios sdo atribuidos pela grande disponibilidade de fontes de
gordura insaturada promovendo aumento da eficiéncia do uso da energia bruta (aumento
da ingestao de energia liquida quando a ingestdo de MS ¢é reduzida). Assim, quando se
adiciona fontes de gorduras na dieta, ocorre a substituicdo de carboidratos rapidamente
fermentaveis por lipideos possibilitando o melhor consumo de forragem e fermentagéo
ruminal (particdo de nutrientes para secrecdo do leite e qualidade da carne), segundo
Palmquist e Mattos (2006).

Esses beneficios ndo estdo somente ligados aos aspectos produtivos, mas
também no produto final, pois podem gerar mudancas quimicas, fisicas e sensoriais em
alimentos para trazer benéficos a salde humana, como 0s compostos
anticarcinogénicos, denominado acido linoleico conjugado (CLA) contido em alimentos
de origem animal. O desenvolvimento de alimentos funcionais e produtos nutracéuticos
tém sido cada vez mais estudados e voltados diretamente aos consumidores, 0 que
reflete em seguranca e qualidade alimentar (FERNANDES, 2007).

Modificagcbes da suplementacdo lipidica fornecidas aos ruminantes sdo
realizadas no rimen pelos microrganismos, sendo a lipase e a biohidrogenacao. A lipase
consiste na hidrdlise dos lipideos sendo os produtos finais acidos graxos livres
(saturados e insaturados) e glicerol. A biohidrogenacdo é realizada com a adicdo de
hidrogénio nos acidos graxos insaturados, denominados acidos graxos nédo esterificados
(AGNE) tornando-os saturados para a reducdo da toxidez que os AGNE provocam em
bactérias gram-positivas (JENKINS, 1993). A intensidade da biohidrogenacdo vai
depender da fonte e quantidade dos acidos graxos provindos da dieta, chegando até
90%, apenas escapando os acidos graxos complexados (JENKINS et al., 2007).

O intuito de se usar gordura protegida na alimentagdo de ruminantes consiste na

sua lenta ou pouca disponibilidade no rimen e aumento da absorc¢do de &cidos graxos



insaturados no intestino delgado. Isso se deve ao fato de que o fornecimento de acidos
graxos livres acima de 5% da MS na dieta total pode causar efeitos deletérios devido a
toxidez em alguns microrganismos do rimen e provocar uma barreira fisica na fibra,
impedindo a formag&o do biofilme nas particulas a serem degradadas (JENKINS, 1993).

Na literatura, pesquisadores tém estudado as formas de se complexar os lipideos
e avaliarem o efeito no ambiente ruminal. Os sais de calcio de acidos graxos (SCAG),
denominados gorduras inertes, foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a
concentracdo energética das dietas com a minima interferéncia na fermentac&o ruminal,
sofrendo escape da lipdlise, consequentemente da biohidrogenacdo. Porém, héa
ocorréncias que o escape da protecao pode chegar até 40% (ALLEN, 2000; NRC, 2001;
CHILLIARD et al., 2007). A técnica se mostrou satisfatdria, porém onerosa para
pequenos e medios produtores, devido ao seu alto custo.

Por outro lado, o uso de sementes oleaginosas na dieta é conhecido por conter
fontes de gordura naturalmente protegidas, pois sua liberacdo no ambiente ruminal vai
depender de mecanismos fisicos do animal, como o ato de ruminar, triturar e
disponibilizar lentamente os &cidos graxos no ramen (PALMQUIST, 1991; DELGADO
etal., 2011; CONSOLO et al., 2015).

Dentre as diferentes fontes de gordura naturalmente protegida disponiveis na
alimentacdo de ruminantes no Brasil, o grdo de soja como semente oleaginosa destaca-

se pela grande disponibilidade e custo compativel com seu rico contetdo de nutrientes.

2.2.1 Grao de soja

A produgdo mundial de soja na safra 2014/2015 foi contabilizada em 317
milhGes de toneladas, sendo os EUA o principal produtor com 108 milhdes de
toneladas, seguido do Brasil com 95 milhdes de toneladas. A perspectiva da safra
2015/2016 no Brasil é que a producdo seja aumentada em até 6,8%, podendo atingir
102,8 milhdes de toneladas (CONAB, 2015).

O gréo de soja inteiro (GSI) com o pericarpo intacto € resistente a digestdo dos
microrganismos ruminais, por ndo permitir a adesdo das bactérias, além de possuir uma
matriz proteica intacta. Quando os grdos sdo menos processados, implicam na menor
digestibilidade e reducdo da proteina microbiana (BEAUCHEMIN, 1994). Por esses
motivos a utilizagdo do GSI na alimentagdo de ruminantes tem sido evitada além da

possivel presenca de substéncias toxicas, sendo a maior preocupagdo a presenca de



fatores que inibem a atividade da tripsina ou quimiotripsina. A presenca destes fatores
poderia afetar na reducdo da digestibilidade da proteina da dieta e aumentar a excrecao
de compostos nitrogenados (McDONALD et al., 2002).

Por possuir elevados niveis de proteinas de qualidade com alta degrabilidade
ruminal (PDR), o grdo de soja foi alvo de diversos estudos na tentativa de proteger o
perfil de aminoacidos, realizando tratamentos térmicos (tostagem, extruséao, peletizacéo)
para aumentar a PNDR e inativar fatores antinutricionais a microbiota ruminal,
principalmente para vacas de alta producdo. Tais processamentos acarretariam no
incremento da producdo de leite, além da reducdo de N-amoniacal no rumen, devido a
protedlise bacteriana (DELGADO et al., 2011).

Em contrapartida, com a atribuicdo do grdo de soja integral possuir 38,5% PB,
19% EE e 90,5% NDT, sua contribuicdo na alimentacdo de ruminantes com o proposito
de fonte proteica, foi considerada, além de ser fonte de gordura protegida e possuir fibra
de alta digestibilidade (CQBAL 3.0). A adaptacdo dos animais ao fornecimento €
indispensavel, mas geralmente tem aceitabilidade (BARLETTA, 2010). As vantagens
da sua inclusdo as dietas sdo a lenta liberacdo de lipidios no rimen, recorrente as
sementes oleaginosas, pois a maioria dos lipideos se encontra no germe ou presos a
matriz proteica e, portanto ha necessidade da degradacdo da parede celular para que a
hidrolise se inicie (PALMQUIST, 1991). Efeitos fisicos como o umedecimento salivar e
a quebra do grdo pela mastigacdo no ato de ruminar sdo contabilizados na
disponibilidade lentamente dos nutrientes contidos no grao, ndo superando a capacidade
de biohidrogenacdo dos microrganismos ruminais, impedindo possivel perda da
digestibilidade da fibra pelo efeito negativo que gorduras insaturadas prontamente
disponiveis no rimen podem causar em bactérias fibroliticas (PALMQUIST, 1991).

Neste ambito, diversos estudos tém avaliado a substituicdo do farelo de soja ao
grdo de soja integral (GSI) e seu principal impacto a nivel econébmico é a auséncia do
processamento do grdo (quebra, moagem, extrusao ou peletizacdo), no qual resulta em
menores custos de producdo. O GSI a nivel nutricional, além de ser uma fonte proteica,
contribui com fontes lipidicas influenciando a producdo animal como a carne com
maiores teores de lipidios e leite com maior producéo de sélidos (CONSOLO et al.,
2015).



Delgado et al. (2011) testaram o efeito da PNDR em bdfalos mediterraneos
(300Kg) alimentados com feno Coast Cross e concentrado a base de milho moido e grado
de soja cru e integral versus o grdo de soja extrusado (ambos 21,4% na MS). A dieta foi
balanceada para conter 14% de PB onde o grdo de soja cru integral e o grdo de soja
extrusado continham 28% e 44% de PNDR e 60,9% e 61,3% de FDN, respectivamente.
Estes autores observaram que o nivel da PNDR néo influenciou a degrabilidade ruminal
da dieta. Devido ao nivel elevado da PNDR na dieta com gréo de soja extrusado, uma
reducdo da fracio proteica era esperada no rimen, o que ndo aconteceu. E possivel que
fatores relacionados ao processamento de graos, teor de MS, teor de carboidrato soltvel,
ruminacdo, taxa de passagem afetam a degradabilidade do grdo de soja integral,
consequentemente a solubilidade de proteinas no rimen, indicando que o que mais afeta
a degrabilidade da MS seria o teor de FDN, o que estimula maior ruminagéo e tempo de
retencdo da digesta no ramen, disponibilizando proteina e &cidos graxos para
biohidrogenacao.

Barletta et al. (2012) avaliaram a substituicdo do farelo de soja pelo GSI (0, 8,
16 e 24% na MS) na dieta de vacas leiteiras e ndo verificaram diferenca no consumo de
MS para a inclusdo de 16% de GSI na dieta. Freitas Junior et al. (2013; 2014) testaram
diversas fontes lipidicas na dieta de vacas leiteiras (0leo de soja, GSI e SCAQG),
avaliando a inclusdo de 16% do GSI. Os autores observaram reducdo do CMS e
nutrientes, porém houve aumento no consumo de EE e maior consumo de FDN quando
comparado com 0s SCAG. Ainda conforme estes estudos, 0 GSI possibilitou 0 aumento
da digestibilidade do EE e reducdo dos CNF, porém promoveu reducdo na producdo e
gordura no leite; possibilitou maior nitrogénio ureico plasmatico, possivelmente pelo
alto valor de PDR do GSI. Nenhuma fonte lipidica exerceu influéncia sobre as
excrecOes de derivados de purina na urina nem na estimativa de sintese de proteina
microbiana.

Ao avaliarem o uso do GSI e grdo de soja moido a 2 e 4 mm com inclusdo de
20% MS na dieta de vacas leiteiras, Naves et al. (2013; 2015) verificaram que houve
reducdo no CMS em todos os tipos de fornecimento do grdo de soja. Contudo, o GSI
promoveu aumento do consumo de EE e reducdo dos CNF, promoveu maior energia
liquida para lactagdo e maior concentracdo de acidos graxos insaturados no leite. Estes

autores recomendaram que o grao de soja pode ser incluso na dieta de forma integral ja



que ndo houve diferencas no fornecimento do gréo de soja moido ou fornecido de forma
integral. Consolo et al. (2015) avaliaram a inclusao de até 24% na MS de GSI na dieta
de bovinos e ndo observaram diferencas no desempenho animal. Entretanto, a carne
apresentou maiores concentraces de CLA e maciez conferida em anélise sensorial com
0 uso de 16 e 24% de GSI na dieta de bovinos em terminagéo.

Rennd et al. (2015) avaliaram a inclusdo de 24% de GSI na dieta (MS) de
bovinos de corte e vacas leiteiras e perceberam reducdo no CMS, porém a
digestibilidade da MS e da FDN ndo foram afetadas nem os ganhos produtivos. Os
maiores niveis de GSI na dieta, promovem maior excrecdo do grdo nas fezes, pois
quando se utiliza sementes inteiras na alimentacdo animal, percebem-se fragmentos da
semente ou sementes inteiras nas fezes dos animais, 0 que causa a impressdo que o
alimento ndo foi bem aproveitado pelo organismo, e que parte dos nutrientes contidos
nas sementes foram perdidos nas fezes. Entretanto, a composi¢do de grdo se soja na
excreta fecal ndo foi afetada, devido ao coeficiente de digestibilidade ndo ter sido
alterado pela inclusdo do GSI. Esses resultados indicam que mesmo os lipideos sendo
protegidos pela matriz proteica em sementes de oleaginosas in natura, houve um
aproveitamento dos lipidios contidos no grédo, ja que o valor de extrato etéreo do grao de
soja in natura é de aproximadamente 20% e o extrato etéreo do grdo excretado foi de
5,9%. Portanto, houve aproveitamento dos lipideos sem efeitos negativos no ambiente
ruminal dos animais. Por fim, estes autores concluiram que niveis crescentes de GSI
podem ser utilizados em ambas as categorias de bovinos (corte e leite) sem que ocorram
prejuizos na producdo animal.

Venturelli et al. (2015) incluiram o GSI em 27% da MS na dieta de vacas
leiteiras e obtiveram o consumo de MS e CNF reduzidos, porém o consumo de MO, PB
e FDN nédo foram afetados e a energia liquida de producdo foi aumentada. Houve
decréscimo na producdo de leite & medida que foi aumentando a inclusdo de GSI na
dieta, porém houve aumento de lipidios insaturados, consequentemente maior gordura
na composic¢ao do leite. O balanco de N e a sintese de Pmic ndo foram afetados pela
inclusdo do GSI.

Almeida et al. (2016) testaram o efeito do GSI (12% na MS) e caroco de algodéo
em substituicdo parcial ao milho na dieta de vacas leiteiras e observaram que as fontes

lipidicas ndo tiveram efeito na producdo de leite ou na composi¢cdo, porém houve
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reducdo do consumo da MS e CNF para ambas as fontes e aumento do consumo e
digestibilidade do EE. O GSI promoveu menores concentracdes de aménia ruminal e
maiores concentracdes de propionato no ramen, além do maior consumo de N com
menores perdas do que o carogo de algoddo, entretanto em ambas as fontes lipidicas
houve balango de N positivo sem influéncia na producdo de Pmic.

Gandra et al. (2016a) avaliaram a linhaca, o GSI e os SCAG (16% da MS) na
dieta de vacas no periodo de transicdo e observaram reducdo no CMS no pré-parto para
todas as fontes lipidicas estudadas. Entretanto, ndo houve influencia do CMS no poés-
parto, pois todas as fontes lipidicas promoveram maior energia liquida no pds-parto. A
digestibilidade da PB foi aumentada para a dieta com GSI, alem da maior composi¢do
de solidos no leite, mas ndo afetou o desempenho.

A reducdo no CMS com a inclusdo do GSI pode ser atribuida pelo grdo conter
alto teor EE, ao qual fornece 2,25 vezes mais energia que carboidratos ou proteinas,
proporcionando um status energético positivo, controlando o centro da saciedade
(ILLIUS e JESSOP, 1996; ALLEN, 2000).

Em parte destes estudos verificou-se que a reducdo na producdo de leite foi
devida a reducdo da fermentacédo da fibra. A reducéo da digestibilidade da fibra pode ser
justificada pelo lipideo ficar adsorvido na particula, formando um filme e impedindo a
adesdo de bactérias para fermentacdo ou ainda seu efeito toxico em bactérias fibroliticas
(JENKINS et al., 2007). A reducdo da digestdo da fibra ndo esta associada a quantidade
de GSI na dieta, mas na sua composi¢do, pois GSI é rico em &cidos graxos insaturados
(FREITAS JUNIOR et al., 2013).

Apesar de se ter diversos estudos consolidados sobre o nivel aceitavel do uso de
grdo de soja integral na dieta de bovinos sem causar efeitos deletérios na fauna ruminal,
relatos na literatura séo escassos sobre a sua influéncia no CMS e metabolismo ruminal

em bufalos.

2.3  Caracterizacéo das digestas ruminal e reticular

Os animais ruminantes sao reconhecidos pela capacidade de coletar, armazenar e
processar 0 alimento fibroso através de fatores fisicos (ato de ruminar) e quimicos
(processo fermentativo), convertendo em substancias nutritivas que posteriormente sao

refletidas na producdo de carne, leite & e trabalho. Com quatro estdbmagos (trés preé-



11

estdbmagos fermentativos e um estdmago quimico), os ruminantes possuem funcéao
simbidtica com os microrganismos. No seu trato gastrointestinal (TGI), a digesta
consiste em particulas, incluindo microrganismos e agua, nos quais estdo dissolvidos
materiais organicos e inorganicos provindos da dieta e das secrecBes endogenas
(DIJKSTRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2010).

O ramen € o principal compartimento fermentativo com maior quantidade de
microrganismos. No processo simbidtico, 0s microrganismos produzem substratos para
o animal hospedeiro, como AGV’s e proteina microbiana. Para tal processo, 0s
microrganismos requerem um pH ideal, temperatura, anaerobiose, subtrato e taxa de
passagem da digesta no TGI. Destes, os substratos disponiveis e o pH sdo os fatores
mais importantes para prevaléncia dos microrganismos no ramen (VAN SOEST, 1994).

Embora animais ruminantes tenham a capacidade de digerir material fibroso,
néo se exclui a digestibilidade dos alimentos em relacdo aos mesmos. Pequenos animais
ruminantes sdo mais seletivos quanto ao tipo de alimento disponivel em relacdo a
grandes ruminantes, devido a sua capacidade ruminal e consequentemente a taxa de
passagem. Pequenos ruminantes possuem TGl menor, e por requererem energia de
forma mais répida, selecionam alimentos volumosos mais tenros com nutrientes
concentrados, assim, maior fluxo da digesta (taxa de passagem), enquanto grandes
ruminantes ndo se tornam seletivos, por terem capacidade ruminal maior com maior
TGI (VAN SOEST, 1994).

Os bufalos, quando comparados aos bovinos, sdo animais ndo seletivos, com
anatomia do TGl em proporcbes diferentes. Franzolin (1994) em revisdo sobre as
particularidades dos bufalos em relacdo aos bovinos relata que bufalos possuem maior
rimen e reticulo e menor intestino delgado por peso corporal. Com essa diferenca
anatdmica e por possuirem maiores contracbes ruminais, acarretam em melhor
aproveitamento de alimentos volumosos com alto teor de fibra. Por essa razdo, blfalos
possuem maior tempo de ruminagdo chegando a mais de 40% que bovinos produzindo
de 50 a 56 L/dia de saliva (PIMPA et al., 2007), 35% superior na mastigacdo do bolo
ruminal fazendo com que a retencdo da digesta seja menor em até 30% pela maior
proporcao de pequenas particulas ruminais que bovinos.

A fauna microbiana ruminal de bufalos no Brasil é diferente em alguns aspectos

dos bovinos, mas assemelha-se com os zebus da India e Tailandia e parece apresentar
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microrganismos idénticos aos bufalos da Indonésia (FRANZOLIN, 1994). Wanapat e
Cherdthong (2009) relataram em estudo que bufalos do péantano possuem maior
concentracdo da populacdo de bactérias da espécie Fibrobacter succinogenes que das
espécies Ruminococcus flavefaciens e Ruminococcus albus, além de possuirem maior
quantidade de protozoarios que exercem um pequeno papel sobre a digestibilidade da
fibra como os Diplodiniinae spp. e Entodimium sp., alcancando maior aproveitamento
da fibra de baixa qualidade em relacdo a bovinos (FRANZOLIN et al., 2002). Logo,
uma maior atividade celulolitica é esperada em bufalos.

Outros fatores também estdo relacionados com o melhor aproveitamento de
alimentos de baixa qualidade em bdfalos. Maeda et al. (2007) relataram diversos
estudos que devido ao maior nimero de protozoarios, também acarretavam em melhor
fermentagdo de carboidratos estruturais e devido a alta taxa de ruminagéo, conferia um
pH ruminal mais elevado em favor da maior secre¢cdo de bicarbonato salivar
melhorando o processo fermentativo da MS de alimentos fibrosos.

Embora ja se tenha identificado essas particularidades, as funcdes metabolicas
que envolvem o sistema digestivo de bubalinos, ainda ndo estdo bem definidas como em
outros ruminantes, pois a digestdo de alimentos é um processo complexo que envolve
microrganismos, enzimas e agfes dinamicas (ALVES et al., 2009). Isso acaba se
tornando alvo de muitos pesquisadores como tentativa de elucidar esses processos,
entretanto, pesquisas envolvidas em avaliagdo de alimentos, muitas vezes submetem os
animais a procedimentos cirdrgicos, com a implantacdo de fistulas nas diferentes partes
do TGI, o que pode causar desconforto no animal e estimativas errdneas dos parametros
digestivos, de um lado devido a reducdo da ingestdo de MS e por outro lado
dificuldades inerentes a certos procedimentos (LEAL, 2005).

O destaque internacional visando o bem-estar animal tem sugerido aos
pesquisadores a procura por novas metodologias de coletas a técnicas ndo invasivas,
com o intuito da redugdo do uso de fistulas no TGI. Nesse ambito, o estudo de
compartimentos e sua correlacdo entre eles comegaram a serem objetos de estudos como
forma de substituicdo a aquelas técnicas invasivas.

Com a necessidade de se estudar os continuos processos digestivos, permitindo
estimar a producédo de proteina microbiana ou ainda o fluxo de nutrientes, pesquisadores

buscaram alternativas ndo invasivas (ou menos invasivas), a aquelas que exigiam varias
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fistulas (ruminal, abomasal/duodenal) em um mesmo animal. O uso da técnica de coleta
da digesta omasal em substituicdo a técnica da coleta da digesta abomasal/duodenal
compete na vantagem de se utilizar somente a fistula ruminal, além de que a digesta
omasal néo ter sofrido influéncia das secre¢Oes abomasais e reducdo da interferéncia do
N endogeno. Essa técnica consiste em inserir uma mangueira via canula ruminal,
passando pelo reticulo, pelo orificio ramen-reticular e pelo orificio reticulo-omasal,
coletando a digesta por meio de aspiracdo a vacuo atraves de uma bomba. Vale ressaltar
que para 0 uso desta técnica € necessario utilizar marcadores para as fases da digesta,
principalmente a fase de grandes particulas, ja que para representar a digesta duodenal,
essa fase é relativamente menor no duodeno (HUHTANEN et al., 1997; AHVENJARVI
etal., 2000; VALADARES FILHO et al., 2011; FACIOLA, 2014).

Um dos gargalos da coleta da digesta omasal via canula ruminal é a dificuldade
em coletar amostras que representem a digesta verdadeira, uma vez que 0 0maso
apresenta baixa quantidade de liquidos devido a sua capacidade absortiva de agua, sais
minerais ¢ AGV’s e por isso considerado um compartimento com pouca motilidade
(HUHTANEN et al., 1997 AHVENJARVI et al., 2000; DIJKSTRA et al., 2005). Por
fim, Faciola (2014) relatou que para o uso de tal técnica, sdo necessarios equipamentos
modernos, com mao de obra devidamente treinada, além das limitacdes inerentes ao
animal, como o tamanho (técnica inviavel para pequenos ruminantes), a dificuldade em
coletar amostras homogéneas e possivel reducdo no consumo de MS.

Krizsan et al. (2010) propuseram uma alternativa a técnica da coleta da digesta
omasal, em que consiste no uso da coleta da digesta reticular com a premissa de que
com o fluxo da digesta nos compartimentos, as particulas vdo sendo digeridas e
reduzidas. A amostra representativa da digesta omasal coletada no reticulo seria
selecionada em até 1 mm, pois a digesta omasal é representada por particulas inferiores
a 1 mm. Esta técnica se mostrou promissora, pois a partir da digesta reticular com o uso
de marcadores das fases (fase de grandes e pequenas particulas e fase liquida), permitiu
avaliar a composic¢éo quimica das digestas e relacionar com o fluxo de nutrientes, uma
vez que 0s compartimentos apresentaram uma pequena diferenca na digestibilidade do
FDN entre os compartimentos.

Fatehi et al. (2015) aperfeicoaram a técnica de Krizsan et al. (2010), pois a

selecdo da digesta verdadeira em até um 1 mm ndo seria suficiente para representar a
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digesta omasal, uma vez que nas fezes, particulas de até 11 mm séo encontradas. Assim
propuseram um estudo correlacionado com todas as fases (fases de grande, média e
pequenas particulas e fase liquida) das digestas ruminal, reticular e omasal comparando
com o tamanho de varias particulas excretadas nas fezes.

O estudo das fases da digesta ruminal em bufalos foi relatado por Abdullah et al.
(1991), onde utilizaram o Cobalto-EDTA para marcar a fase liquida e o Cromo para
marcar a fase solida com base na particula média do material fecal (1,4 mm), estimando
o fluxo de nutrientes. Entretanto, ndo ha relatos na literatura sobre a composicao
quimica das fases das digestas reticulares de bufalos e diferencas no processo digestivo
proposta pela metodologia desenvolvida por Krizsan et al. (2010) e Fatehi et al. (2015).

2.4 Metabolismo nitrogenado

Em ruminantes, o nitrogénio ruminal pode ser oriundo tanto da dieta quanto de
forma endogena. O nitrogénio ruminal (NR) provindo da dieta pode ser na sua parte
originado a partir de uma fracdo do nitrogénio ndo proteico (NNP) e outra fracdo
oriunda da proteina verdadeira, ao qual, se dividem em proteina degradavel no rimen
(PDR) e proteina ndo degradavel no ramen (PNDR). O nitrogénio enddgeno é
denominado pela soma das partes de N da lise bacteriana, descamacdes epiteliais e pela
reciclagem da ureia (SANTOS, 2006; PEREIRA et al., 2007).

Como no Brasil a alimentagdo de ruminantes é oriunda basicamente das
forragens tropicais, e muitas vezes utilizados métodos de conservacdo como a silagem,
h& uma alta contribuicdo de NNP através das silagens, podendo chegar até 65% devido
a protedlise inerente a fermentagdo no processo de ensilagem, o que em alimentos
concentrados, o teor médio é 12%. J& a PDR dietética vai ser degradada pela prote6lise
dos microrganismos ruminais a peptideos, aminoacidos e aménia, ao qual vai ser
incorporada pelos microrganismos para sintese de proteina microbiana (SPM)
(SANTOS, 2006).

No rimen, enquanto o NNP ¢ rapidamente assimilado pelas bactérias ruminais
juntamente com uma fonte de enxofre, a taxa de degradagdo da PDR pode variar,
principalmente em funcdo do tipo do alimento (volumoso ou concentrado) e
complexidade (fracdo proteica). Porém, tanto o NNP quanto a degradacdo da PDR
podem ser afetados pela taxa de passagem ruminal, o que diminui quando ha reducéo do
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tamanho da particula, além de requerer um pH 6timo para a sua degradacdo. Em
bufalos, o pH para digestdo da proteina e fibra € maximizada quando se encontra em 6,5
(GANDRA et al., 2011).

Enquanto os peptideos e aminoécidos sdo utilizados pelos protozoarios e
algumas bactérias, a aménia vai ser incorporada pela célula microbiana por difuséo
passiva, principalmente pelas bactérias celuloliticas e sua eficiéncia depende entre
outros fatores, da disponibilidade de energia da dieta. A aménia que nédo foi utilizada
pelas bactérias, é absorvida pela parede ruminal na sua forma ndo ionizada (NHs) a
proporcdo que esta vai se acumulando no rdmen, pois na forma ionizada (NH4"), a
parede ruminal ndo absorve. Assim, o baixo pH ruminal, reflete em baixa absorcao da
amoOnia, enquanto o pH em niveis aceitaveis para fermentacdo, aumenta a absorcdo da
amonia ruminal (SANTQOS, 2006).

Apos absorcao pelo epitélio ruminal, a amonia sera carreada via veia porta até o
figado e convertida a ureia, pois concentracdo acima de 2mg/dL de aménia no sangue é
considerada toxica para ruminantes. Racdes com alta PDR quando ha falta energética na
dieta, refletem em maiores concentracbes de aménia no figado, havendo maior gasto
energeético para converter a aménia em ureia para entdo ser excretada. Parte da ureia vai
para os rins, filtrada nos glomérulos e reabsorvida ao longo dos tubulos renais por
difusdo passiva, posteriormente a reabsorcao de fluidos, sendo reciclada ao rimen pela
saliva ou por difusdo do epitélio ruminal (nitrogénio enddgeno), e a outra parte, sendo
em excesso no metabolismo nitrogenado é excretado via urina. De forma geral, o
nitrogénio reciclado (enddgeno) para o rumen é equivalente de 10 a 15% do nitrogénio
ingerido pelo animal (MANILC E MARCONDES, 1986; SANTOS, 2006; PEREIRA et
al., 2007).

A excregdo de ureia na urina uma vez correlacionada com a concentracdo de
nitrogénio ureico plasmatico (NUP), também esta relacionada com a ingestdo de N.
Assim, um excesso de ingestdo de N, refletira em todo metabolismo de N,
principalmente no NUP, indicando ineficiéncia utilizacdo da proteina dietética
influenciada pelos teores de PDR e PNDR. (VAN SOEST, 1994; VALADARES et
al.,1997b; VALADARES et al.,1999; LEAL, 2005).

Para que o nitrogénio seja bem assimilado pelos microrganismos ruminais,

necessita-se de um equilibrio entre a degradacdo da proteina e carboidratos. Um
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sincronismo entre ambas as degradacgdes propicia eficaz fermentagcdo ruminal e ganho
produtivo. Porém, quando a proteina ¢ degradada rapidamente e ha falta de energia, a
concentracdo de aménia ruminal aumenta, as excrecdes de compostos nitrogenados
aumentam, ocorrendo o0 aumento da excrecdo da ureia, 0 que envolve um custo
energeético, além da perda de N. Mas, quando h& baixa concentragdo de amdnia ruminal,
e a degradacdo da energia ultrapassa a velocidade da degradacdo proteica, 0s
microrganismos, deficientes em N desviam ATP para o uso de carboidrato e ndo para a
sintese de proteina microbiana (SPM). Em ambos os casos, uma fermentacéo
incompleta é reflexo de dietas com alto PNDR e desbalanco proteina:energia, o que
acaba limitando o crescimento microbiano e eficiéncia da SPM, devido a deficiéncia de
fontes de N, ou na maioria dos estudos, falta de energia (GABARRA, 2001; PEREIRA
etal., 2007; ALVES et al., 2009).

A proteina microbiana (Pmic) é maior fonte de proteina metabolizavel dos
ruminantes, suprindo até 90% dos aminoacidos que chegam ao duodeno, seguido da
PNDR e a proteina endégena. Em ruminantes a pasto, a proteina metabolizavel oriunda
da Pmic pode exceder a 65%, contendo 62,5% de PB, sendo 80% considerada como
proteina verdadeira e 20% de &cidos nucleicos (NRC, 2001).

A eficiéncia da SPM é controlada pela disponibilidade de nutrientes e pelo
balanco das quantidades entre energia e proteina, sendo geralmente limitada pela falta
de energia e ndo de proteina, embora esse Ultimo possa alterar o CMS, alterando a
eficiéncia (ALVES et al., 2009). Os bufalos possuem alta producdo de Pmic quando
alimentados com baixa PB e baixa energia na dieta, geralmente alimentados com
volumosos forrageiros grosseiros, porém a eficiéncia de Pmic reduzida (FRANZOLIN,
1994; CHEN et al., 1996), possivelmente pela falta de energia disponivel para o
sincronismo além da menor taxa de passagem (SILVA et al., 2001; RENNO et al.,
2008). Dependendo da fonte de carboidratos ndo fibrosos (CNF), pode ocorrer aumento
da producéo de AGV e reducdo da concentracdo de amonia no rimen, aumentando a
eficiéncia da utilizacdo de energia e da producéo de carne e leite em bubalinos (ALVES
et al., 2009).

O metabolismo nitrogenado em bufalos é altamente eficiente quando comparado a
bovinos. Em revisao relatada por Maeda et al. (2007), concluiram que bufalos possuem

maior atividade celulolitica e melhor aproveitamento de componentes fibrosos, melhor
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fermentacdo de carboidratos estruturais devido ao maior nimero de protozoarios
Diplodiniinae spp., maior pH ruminal em decorréncia da maior secrecdo salivar
(reciclagem de N), maior poder tamp&o em funcao da salivacdo, altas concentracdes de
amodnia ruminal (devido a alta atividade proteolitica e reciclagem salivar de ureia) e
manutencdo do balanco de N positivo devido a maior eficiéncia de utilizacdo do N-
amoniacal. Contudo, conclui-se que as vantagens estdo principalmente na microbiota
ruminal e da baixa taxa de filtracdo glomerular, aumentando os compostos nitrogenados
no metabolismo e assimilando-os (PIMPA et al., 2003; MAEDA et al., 2007; GANDRA
etal., 2011).

2.4.1 Excrecles urinérias

Dentre os diversos métodos para avaliar o bom desempenho do metabolismo
nitrogenado (avaliacOes fermentativas do ramen, concentracGes plasmaticas, avaliacdes
de carcaca, ganho produtivos pela producgéo de leite e carne, etc.), as concentragdes dos
metabdlitos nas excrecbes urinarias sdo utilizadas para determinar o balango de N
(através do N ingerido e N excretado das fezes e urina), além de se estimar a sintese de
proteina microbiana (através de equacGes dos derivados de purina).

A urina é na sua maior propor¢do constituida de agua (95%), sais minerais e
compostos nitrogenados. A concentragdo da excrecdo de compostos nitrogenados na
urina é variavel em funcdo do volume urinario total e difere entre espécies, estado
fisiolégico e tamanho dos animais (BRODY, 1945).

A creatinina € um metabolito originado da creatina, formada no tecido muscular
de forma ndo enzimatica pela remoc¢do de agua do fosfato a uma taxa constante pelo
metabolismo proteico (HARPER et al., 1982). Diversos estudos comprovaram que a
creatinina € excretada de forma constante e em grandes quantidades pelos rins, devido
ao metabolismo ndo precisar para formar novos compostos e, por estar associada ao
tecido muscular € diretamente relacionada ao peso corporal do animal, sendo pouca ou
ndo afetada pela dieta, tornando-a dessa forma um marcador natural do volume urinario
total (VUT) (VALADARES et al., 1997b; VALADARES et al., 1999; RENNO et al.,
2000; PIMPA et al., 2003; LEAL et al., 2007).

Como alguns metabolitos nitrogenados séo influenciados pela dieta, podem
ocorrer variagdes das concentracfes na excrecdo do VUT, a coleta de urina total se

torna uma metodologia primordial para muitos estudos. Chen e Gomes (1992)
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sugeriram que devido as flutuacbes de certos metabdlitos nitrogenados ao longo do dia,
seriam necessarios pelo menos cinco dias de coleta de urina total para melhor acurécia.
Na coleta de urina total, os animais sdo colocados em gaiolas metabdlicas ou ainda
ferramentas sdo utilizadas de forma metodol6gica como a sonda Folley para fémeas ou
funis coletores para machos. Isso se torna um gargalo metodoldgico por necessitar
demasiadamente de mado de obra treinada, ocorréncia de perdas urinarias, possivel
desconforto animal, possivel infeccdo urinaria e pratica inviavel em estudos realizados a
pasto.

Nesta perspectiva, pesquisadores buscaram alternativas para reduzir o nimero de
dias de coleta e metodologias mais simples. A técnica da coleta de urina spot consiste
na coleta de uma amostra pontual de urina através da massagem da vulva em fémeas ou
prepucio em machos, sendo a concentracdo da creatinina na amostra spot relacionada
como marcador natural do VUT. A premissa é que a partir da concentracdo da
creatinina de uma amostra de coleta de urina total, e esta sendo relacionada com o peso
corporal do animal, é possivel quantificar essa concentracdo na urina spot e assim
estimar o VUT (VALADARES et al.,, 1999). Entretanto, como animais podem
apresentar diferentes proporcgdes de tecido no estagio de desenvolvimento, é possivel
que haja flutuacBes nas excrecdes diarias de creatinina, além do que, se um animal
estiver em balanco energético negativo, pode corresponder a excrecfes de creatinina
errbneas, ja que nestas condigdes, o animal mobiliza mdsculo para produzir energia
(TAS e SUSENBETH, 2007).

Estudos com bovinos tém sido realizados para verificar a reducdo do nimero de
dias e o0 uso da técnica de coleta de urina spot sem prejudicar a acuracia dos parametros
estudados. Foram testados dias de coletas de urina total com 24 horas até 96 horas e
concluiram que ndo houve diferenca no VUT da coleta de urinaem 24 H,48 He 72 H e
que 96 H acarretou em perdas de volume urinario, desconforto e infecgdo pelo uso de
sondas em vacas, problemas estes relacionados pelo uso dessa técnica por longos
periodos (VALADARES et al., 1997a). Este estudo foi corroborado por outros autores
que também validaram o método da coleta de urina spot e concluiram que tanto a coleta
de urina total pode ser realizada em 24 H, quanto a utilizacdo do método de coleta de
urina spot é viavel para estimar o VUT, principalmente 4 H po6s-prandial, onde este
metabdlito ja teria alcancado seu platd (RENNO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001;
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SILVA et al., 2001; BARBOSA et al., 2006; LEAL et al., 2007; CHIZZOTTI et al.,
2008; RENNO et al., 2008).

Kozloski et al. (2005) realizaram uma meta-analise de quatro experimentos com
coleta de urina total e spot de duas em duas horas em ovinos alojados em gaiolas
metabdlicas durante cinco dias e concluiram que 24 H de coleta de urina total era
suficiente. Entretanto, a coleta de urina spot ndo poderia ser obtida através de uma Unica
amostra, visto que as concentracdes de creatinina na amostra spot flutuaram ao longo do
dia e ainda houve diferenga entre 0s experimentos. Assim, sugeriram que para que a
coleta spot seja realizada em ovinos, uma coleta de urina total 24 H deveria ser realizada
e varias coletas spot de urinas deveriam ser realizadas ao longo do dia, para a partir da
concentracdo média de creatinina spot, estimar o VUT.

No Brasil, ndo ha relatos na literatura sobre pesquisas conduzidas no pais da
excrecdo de creatinina urindria em budfalos. Os poucos trabalhos conduzidos
(MACHADO, 2014; GANDRA et al., 2011) usaram nimero variavel de dias de coleta
de urina total ou amostras de urina spot com estimativas derivadas de bovinos ou de
trabalhos estrangeiros, como relatado em Chen et al. (1996) que buafalas Murrah
excretam 0,44 mmol/Kg®™ de creatinina diariamente e por Dipu et al. (2006), que
bufalos Murrah excretam de 0,66 a 0,73 mmol/Kg®" de creatinina diariamente.

Vale salientar que estimando o VUT a partir da amostra de urina spot, é possivel
estimar a excre¢do de outros compostos nitrogenados, como a ureia e os derivados de
purina para estimar a SPM (CHIZZOTT] et al., 2008.; RENNO et al., 2008). Como a
concentracdo da excrecao destes outros compostos nitrogenados podem flutuar em razédo
da dieta, Goncalves (2015) afirmou que a variacdo destes compostos entre os dias de
coleta ndo é devido ao nimero de dias de coletas em si, mas a estabilidade do consumo
de matéria seca (CMS) ap0s periodo adaptativo a dieta.

Outro composto nitrogenado excretado na urina é a ureia. Sua concentracdo na
urina é dependente da concentracdo de nitrogénio ureico plasmatico (NUP) e a ingestdo
de N, sendo também usada como indicador do metabolismo nitrogenado, ja que altas
concentragdes de amodnia ruminal implicam em maior sintese de ureia. Uma
concentracdo plasmatica elevada de ureia indica em maior excre¢do via urina resultando
em perdas nitrogenadas, mas sua excrecdo pode ser varidvel também pela taxa de

filtracdo glomerular nos rins e a sua reabsor¢do indo para a saliva ou ramen



20

(OLIVEIRA et al., 2001; SILVA et al., 2001). Em bufalos, essa reabsorcéo é ocorrida
em altas taxas, principalmente pela baixa filtracdo dos glomérulos ao que permite tempo
habil para maior reabsorcdo da ureia, refletindo em producdo de saliva com maior
tamponamento e maiores concentragdes de nitrogénio amoniacal no rumen, além da
concentracdo sérica elevada em torno de 50mg/dL, enquanto Nelores possuem 39mg/dL
e vacas holandesas 25,2mg/dL de ureia circulante no sangue (PIMPA et al., 2003; DIPU
et al., 2006; MAEDA et al., 2007; GANDRA et al., 2011).

Os derivados de purinas da adenina e guanina excretados na urina, também
denominados compostos nitrogenados, sdo contabilizado pela soma (mmol/dia) dos
metabolitos alantoina, acido Urico, xantina e hipoxantina e da fracdo enddgena, que
através de equacOes, a producdo de proteina microbiana (Pmic) pode ser estimada
(CHEN e GOMES, 1992). A excrecao de derivados de purinas totais (DPT) é
correlacionada diretamente ao CMS, possivelmente pelo aumento da taxa de passagem
de liquidos e solidos em animais submetidos a ingestdes de MS mais altas, o que
diminui a proporcao da utilizacdo de energia pelas bactérias para mantenca (RENNO et
al., 2008). Em bufalos, a excrecdo de DPT é menor quando comparados a bovinos em
até 57%, e a proporc¢do dos metabdlicos das purinas podem variar em funcdo do CMS.
A alantoina é o maior metabdlito excretado, representando entre 60 a 75% dos DPT em
bufalos, seguido do &cido Urico e uma baixa excrecdo da xantina somada a hipoxantina
variando entre 1 e 3%; dessa forma, as concentracdes de xantina e hipoxantina séo
contabilizadas como &cido Urico, o0 que este representa 25 a 40% dos DPT, e que a
alantoina pode chegar até 90% da propor¢cdo dos DPT a depender da dieta (LIANG et
al., 1994; CHEN et al., 1996; PIMPA et al., 2003, DIPU et al., 2006; WANAPAT et al.,
2014).

Chen et al. (1996) em estudo com budfalas Murrah, realizaram coleta total de
urina durante cinco dias e concluiram que a baixa excre¢do de derivados de purinas
(DP) em bufalos é devida a baixa taxa de filtragdo glomerular. Estes mesmos autores
concluiram que como em bovinos, devido a alta taxa da xantina oxidase no plasma,
figado e intestino, a xantina e a hipoxantina ndo foram computadas como soma dos DPT
por ndo haverem quantidades significantes na urina, sendo somente consideradas as

concentragdes de alantoina (90% DPT) e acido Urico (10% DPT) com coeficiente de
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variacdo em 31% entre os dias de coleta e 13% entre os animais. A media de alantoina
excretada foi de 20 mmol/dia e acido urico 2 mmol/dia.

Pimpa et al. (2003) testaram a excrecdo de DP em bufalos utilizando o acido
Grico (**C) como marcador, com doses de 0 a 95 mmol/dia de derivados de purina da
adenina e guanina infusionados via fistula duodenal e os resultados mostraram que
somente 12% dos DPT infusionados foram excretados na urina e 0 minimo excretado
foi de 12,8 mmol/dia. Estes autores concluiram que os DPT séo perdidos por vias ndo
renal, sendo que a taxa de recuperacao dos DP no plasma pode ser 12% superior que em
bovinos.

Com base no estudo de Chen et al. (1996), diversos estudos (PIMPA et al.,
2003; WANAPAT e PIMPA, 1999; DIPU et al.,, 2006; MACHADO, 2014) tém
relacionado a auséncia de quantidades de xantina e hipoxantina, considerando somente a
soma das concentracfes de alantoina e acido urico como DP ou ainda considerando
somente a concentracdo de alantoina pela equacdo proposta por Liang et al. (1994)
como forma de DP. Por outro lado, Gandra et al. (2011) em experimento com bufalos e
bovinos, contestaram e foram encontrados niveis significativos de xantina e hipoxantina
na urina de bufalos, chegando até 5% dos DPT enquanto a alantoina teve 90% e o acido
urico 5% dos DPT.

Os DPT sdo analisados na urina como forma de estimar a sintese de proteina
microbiana (SPM) no rdmen. E uma metodologia ndo invasiva, simples como
alternativa as pesquisas que utilizam animais com fistulas ruminais e/ou duodenais para
estimar a SPM (VALADARES et al., 1999; TAS e SUSENBETH, 2007; SERRANO e
SIERRA, 2011; SANTANA JUNIOR et al., 2015).

A sintese de proteina microbiana é realizada no rimen, e estes microrganismos
conttm na sua composicdo &cidos nucleicos, formados por nucleotideos. Cada
nucleotideo é formado por uma pentose de agucar, um fosfato e uma base nitrogenada
(purina ou pirimidica). Assim, hd a premissa que o fluxo de acidos nucleicos no
duodeno é oriundo predominantemente a partir da lise microbiana. Ha também uma
pequena parte de acidos nucleicos oriundos da dieta, da saliva e da descamagdo do
epitélio ruminal, mas a sua participagdo no fluxo duodenal ¢ insignificante. Apos lise
dos microrganismos, no duodeno, os acidos nucleicos microbianos sdo hidrolisados a

nucleosideos e bases purinas (adenina e guanina), onde apos absorcdo pelo epitélio
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intestinal, parte € convertida em hipoxantina, xantina, onde sdo oxidadas pela xantina
oxidase e convertida a acido urico. No figado, o acido urico é oxidado pela uricase a
alantoina. Esses metabdlitos, ndo sendo utilizados pelos tecidos, sdo excretados via
urina (FRANZOLIN, 1994; CHIZZOTTI et al., 2007; TAS e SUSENBETH, 2007).

Os DPT séo analisados na urina como forma de estimar a SPM no ramen, que
tem como premissa que a excrecao de DP esta diretamente relacionada com absor¢éo de
purinas no duodeno. A recuperacdo incompleta das purinas absorvidas (Pabs) tem sido
reportada por Chen e Gomes (1992), sendo a saliva e o leite as principais rotas ndo renal
para excrecdao de DP. A taxa de recuperacdo das Pabs em bovinos € 85% e em ovinos
84% (CHEN e GOMES, 1992), enguanto que em bdfalos, a taxa é mais baixa
representando 74% (DIPU et al., 2006), devido a alta taxa de reabsor¢do nos rins, sendo
22% recuperados via saliva (PIMPA et al., 2007).

A fragdo enddgena que pode ser estimada em funcdo do peso metabdlico do
animal, foi determinada em bufalos por quatro estudos: Liang et al. (1994),
determinaram que a fracdo enddgena representava 20% do peso metabdlico, enquanto
Dipu et al. (2006) obtiveram aproximadamente 12% do peso metabdlico de DP
endogena em buafalos Murrah, corroborando com Pimpa et al. (2003); jA Thanh e
Orskov (2006) obtiveram 32% do peso metabolico de fracdo enddgena de DP para
bezerros bufalos. Em bovinos leiteiros, a fracdo enddgena foi representada por 24 e
51% do peso metabdlico por Chizzotti et al. (2007). Dessa forma, a contribuicéo
enddgena pode variar entre animais e depende da condicdo fisiolégica durante o jejum
estudado nestes animais, embora o jejum ndo represente a verdadeira contribuicdo na
excrecdo e sim em relacdo ao peso metabolico (ORELLANA BOERO et al., 2001) ou
ainda devido a atividade da xantina oxidase nos diferentes tecidos (CHEN et al., 1996).

A partir da excrecdo de DPT, equacGes foram desenvolvidas para estimar a SPM
ruminal, a partir da digestibilidade dos microrganismos, onde 70 é o conteido de N nas
purinas (g N/mol); 0,83 € a digestibilidade intestinal das purinas microbianas; e 0,116
representa a relacdo N purina: N total das bactérias (CHEN E GOMES, 1992), sendo
que a alantoina, o acido Urico e xantina junto a hipoxantina contém 35,4%, 33,3% e
36,8% de N, respectivamente (LIANG et al., 1994).

Embora a alantoina seja 0 DP maior excretado na urina em relagdo aos DPT, pode

ocorrer variagdes nas proporgdes dos mesmos, principalmente em relagédo ao tipo de
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dieta (PEREZ et al.,1997). O acido Urico pode ser o mais afetado na excre¢do, de acordo
com o nivel de PB na dieta, onde dietas mais ricas em PB, desde que ndo sincronizadas
corretamente com a energia para producdo microbiana ruminal, pode acarretar em
maiores excre¢cbes do mesmo (CHEN et al., 1990). Consequentemente, quando a
excrecdo de 4cido urico é aumentada, indica maiores concentragdes de hipoxantina e
xantina também, por serem precursoras do acido urico (PEREZ et al., 1997). Dietas com
baixa PDR, refletem em menor propor¢do molar do &cido drico (REYNAL et al., 2005),
provavelmente pela saturagdo da enzima uricase.

De forma geral, a alantoina € o maior metabolito excretado, variando de 27,6 a
37,4 mmol/dia em bufalos (WANAPAT e PIMPA, 1999; GANDRA et al., 2011;
KANG et al., 2012; MACHADO, 2014). Estas variacbes na literatura podem ser
esclarecidas pelo tipo de dieta ou o estado fisiolégico do animal, sendo que na dieta, o
tipo de volumoso é o que mais afeta, onde dietas ricas em silagem oriunda de alimentos
proteicos acarretam em maiores excre¢fes de &cido Urico, enquanto a silagem de
gramineas aumenta a proporcdo molar da excrecdo de alantoina. Porém, quando
avaliado a propor¢do molar dos DPT, a variacdo da alantoina é normalmente baixa, mas
ndo necessariamente influenciada pela dieta ou pelo estado fisiolégico do animal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1  Local, animais, instalacfes e manejo experimental

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (EMEVZ-UFBA), situada em
Mercés, distrito da cidade de Sdo Gongalo dos Campos, no periodo de marco a julho de
2014. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de
Animais (CEUA) sob o Protocolo n°43/2013 (ANEXO 1).

Foram utilizados quatro bufalos machos, castrados, da raca Murrah, com idade
aproximada de 24 meses, peso corporal de 351+15 Kg (média £ desvio padrdo) e 2,6 de
escore de condicdo corporal, fistulados no ramen, providos de cénulas de latex de 4
polegadas de diametro. Os animais foram mantidos em regime de confinamento,
alojados em baias individuais com piso e cochos de alvenaria providos de bebedouros

automaticos.
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As unidades experimentais foram distribuidas aleatoriamente em um quadrado
latino 4x4, constituido por quatro tratamentos e quatro periodos, sendo 12 dias para
adaptacdo as dietas experimentais e 11 dias destinados a coleta de dados, perfazendo um
total de 23 dias por periodo. O peso corporal (PC em Kg) e o escore de condicao
corporal (ECC) variando de 1 a 5 (EDMONSON et al., 1989), foram avaliados a cada
inicio de periodo e apds os dias de adaptacdo aos tratamentos. Durante o periodo
experimental, pela manh& antes do manejo alimentar, os animais foram soltos em curral
de descanso para que pudessem se exercitar, e, apds uma hora do manejo alimentar, foi

aspergida agua sobre o0s animais para bem-estar dos mesmos.

3.2  Dietas experimentais e anélise dos alimentos

As dietas experimentais foram formuladas segundo Cornell Net Carbohydrate
and Protein System (CNCPS 5.0) e distribuidas em quatro tratamentos: 1) Controle
(CO), composta por uma dieta basal com concentrado a base de milho moido, farelo de
soja, mistura mineral e ureia; 2) Quitosana (CO+QT), composta pela dieta 1 com a
inclusdo de 150 mg/kg de peso corporal de quitosana’; 3) Grao de soja integral (GSI),
composta pela substituicdo total do farelo de soja pelo grdo de soja na dieta basal; e 4)
Grédo de soja + quitosana (GSI+QT), composta pela dieta 3 com a inclusdo de 150
mg/kg de peso corporal de quitosana. Foi utilizada a silagem de sorgo como volumoso
na proporc¢ao de 75:25 (V:C) em todas as dietas (Tabelas 1 e 2).

Ambas as dietas foram pesadas diariamente, sendo o volumoso e concentrado
misturados no cocho, compondo a ragdo total. A dieta total e agua foram ofertadas “ad
libtum”, sendo que a racdo total foi divida em dois ofertados, as 8 H e as 15 H. A
concentracdo de quitosana de cada animal foi pesada no inicio de cada periodo
experimental de acordo com o peso corporal dos animais e foi incubada via canula
ruminal no momento de ambos ofertados. As sobras de cada ofertado foram coletadas e
pesadas diariamente para estimativa do consumo de MS, onde se calculou um
percentual de 5 a 10% das sobras do ofertado do dia anterior para que nao houvesse

limitacdo do consumo.

*Polymar® Indstria e Cia-CE/BR: 20g/Kg de matéria mineral, 7-9 de pH, viscosidade <200 cPs e 95%
de desacetilacéo.
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Tabela 1- Composicdo quimico-bromatologica dos ingredientes utilizados nas dietas

experimentais

Silagemde  Farelode  \jijho moido Gréo de soja

Item (g/Kg de MS) sorgo soja

Matéria seca 307,0 949,2 932,1 952,6
Matéria organica 946,8 923,8 982,9 940,3
Matéria mineral 53,2 76,2 17,1 59,7
Proteina bruta 82,0 433,5 89,4 351,1
Extrato etéreo 36,4 20,8 41,1 175,3
Carboidratos totais 828,4 469,5 852,4 413,9
Fibra em detergente neutro 642,6 143,3 152,4 240,4
FDNcp! 585,9 134,6 152,4 240,4
Carboidratos néo-fibrosos 185,8 362,2 700,2 173,5
Fibra em detergente acido 447,2 74,3 26,2 126,4
FDNi? 183,9 17,2 28,9 16,5
Lignina 97,7 5.2 6,4 18,8
NDT? 550,0 804,5 857,3 905,3

'fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteinas segundo CQBAL 3.0; “fibra em detergente
neutro indigestivel; *nutrientes digestiveis totais (NRC, 2001).

Tabela 2 — Composi¢do quimico-bromatoldgica das dietas experimentais

Dietas experimentaist

Ingrediente (% MS) CO GSI
Silagem de sorgo 750,0 750,0
Milho moido 134,8 98,0
Farelo de soja 60,2 -
Gréo de soja - 100,0
Ureia 9,0 6,0
Sal comum 6,0 6,0
Mineral? 40,0 40,0
Composic¢do quimica (g/Kg de MS)

Matéria seca 468,4 469,1
Matéria organica 898,2 900,4
Matéria mineral 101,8 99,6
Proteina bruta 125,2 122,2
Extrato etéreo 34,1 48,8
Fibra em detergente neutro 543,3 549,9
Carboidratos totais 0,0 0,0
Carboidratos ndo-fibrosos 320,8 301,6
Nutrientes digestiveis totais 641,2 649,0

1CO-dieta controle, GSl-dieta grdo de soja; 2composicao mineral por Kg do produto: 128g de calcio, 44g
de fésforo, 178g de sodio, 12g de enxofre, 5g magnésio, 107mg de cobalto, 1,259 de cobre, 50mg de
cobre, 50mg de iodo, 750mg de manganés, 12mg de selénio, 3,79 de zinco, 1,49 de ferro e 440mg de

flaor.
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Amostras dos ingredientes da racao e das sobras foram coletadas apds os dias de
adaptacdo de cada periodo experimental. No fim de cada periodo, formou-se um pool
das amostras cotidianas representando assim, uma amostra composta de ingredientes e
de sobras, armazenadas e congeladas em freezer para posteriormente realizacdo das
analises quimico-bromatologicas.

As andlises quimico-bromatologicas foram realizadas no Laboratério de
Forragicultura e Pastagem da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), no
Campus de Itapetinga-BA. As amostras da silagem e das sobras por periodo, foram pré-
secas em estufas de ventilacdo a ar a 65°C por 72 horas e em seguidas moidas em
peneiras de crivo de 2 e 1 mm.

A matéria seca (MS) foi determinada de acordo com o procedimento n° 950.05
(AOAC, 2000); a matéria mineral (MM) foi determinada ap6s combustdo da matéria
organica em mufla a 600°C por 4 horas segundo procedimento n° 942.05 (AOAC,
2000); para determinacdo do teor de matéria organica (MO), foi utilizada a equacdo MO
(9/Kg)=100 — MM (g/Kg) descrito por Zaklouta et al. (2011); o teor N total (NT) foi
realizado através do procedimento n° 990.03 (AOAC, 2000) e multiplicado pelo fator
6,25 para determinar o teor de proteina bruta (PB); o extrato etéreo (EE) foi
determinado pelo procedimento n° 920.39 (AOAC, 2000). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina
(FDNcp) fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG) foram determinados pela
metodologia descrita por Van Soest et al. (1991).

Os carboidratos totais (CT) foram estimados pela férmula CT = 100-
(%PB+%EE+%MM) segundo Sniffen et al. (1992) e; os carboidratos n&o-fibrosos
(CNF) foram estimados pela férmula proposta por Hall (2000): CNF=100-[(%PB-%PB
ureia+%ureia)+%EE+%MM+%FDN]

Os nutrientes digestiveis totais foram estimados segundo NCR (2001), onde
NDT = PBd+FDNd+(EEd*2,25)+CNFd. A FDNi foi obtido segundo metodologia de
Casali et al. (2008), entretanto, o tempo de incubacdo das amostras nos bufalos foram de
288 horas (KRIZSAN et al., 2015) apds periodo adaptativo, a fim de obter-se

estimativas mais precisas da fracdo indigestivel das amostras.
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Nas sobras foram determinados os teores de matéria seca (MS) para estimativa
do consumo de matéria seca (CMS) e teores de proteina bruta (PB) para o balango de

compostos nitrogenados.

3.3  Coletas das digestas ruminal e reticular

No 14°, 15° e 16° dia de cada periodo experimental, foram coletadas amostras
das digestas ruminal e reticular de 9 em 9 horas, para representar o fluxo real das
digestas, perfazendo um total de oito sub-amostras por periodo de cada digesta por
animal (KRIZSAN et al., 2010).

Para cada coleta de amostra da digesta ruminal, adotou-se nove pontos do ramen
a partir da cénula (cranial dorsal, cranial médio e cranial ventral; medial dorsal, medial
médio e medial ventral; caudal dorsal, caudal médio e caudal ventral), para representar
o contetido ruminal. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e congeladas
para posteriores analises.

Para a amostragem da digesta reticular, foi inserida uma mangueira acoplada a
bomba de vacuo, via cénula ruminal, passando do ridmen até o compartimento do
reticulo e foi succionado 700 mL da digesta como amostra por coleta (HUHTANEN et
al.,1997; AHVENJARVI et al., 2000). As amostras foram acondicionadas em garrafas
plasticas e congeladas para posteriores analises.

Apos periodo experimental, todas as amostras das digestas ruminal e reticular
foram descongeladas no laboratério da Fazenda Experimental do EMEVZ-UFBA. As
oito sub-amostras de cada digesta foram homogeneizadas formando uma amostra
composta por animal, por periodo, contabilizando 16 amostras compostas
representativas (4 digestas/animal x 4 periodos). Sendo assim, as digestas ruminal e
reticular foram pesadas (Kg) e separadas em amostra de fase sélida e amostra de fase
liquida por malha de 1 mm de porosidade. Apds separacdo das fases das digestas
ruminal e reticular, as amostras das fases foram pesadas (Kg), pré-secas em estufa de
ventilagdo forgada a ar a 65°C, moidas em peneiras de crivo de 2 e 1 mm e entdo
acondicionadas em frascos plasticos para analises de matéria seca (MS), matéria
organica (MO), matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi), utilizando-se as mesmas metodologias descritas

nas analises dos ingredientes das racdes. A fibra em detergente neutro potencialmente
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digestivel (FDNpd) foi obtida pela formula: FDNpd (g/Kg) = FDN (g/Kg) — FDNi
(9/Kg).

3.4 Excregdes urinérias

No 17°, 18° e 19° dia de cada periodo experimental foram realizadas as coletas
de urina total e spot. A coleta de urina total foi desenvolvida durante trés dias
consecutivos (72 horas), onde foram acoplados aos animais como dispositivo de coleta,
funis interligados & mangueira de polietileno que conduziam a urina até um galdo
plastico individual (BARBOSA et al., 2006). Assim, a cada mic¢do, a urina era pesada
(Kg) e transferida para um tonel com 100 mL de H,SO,4 a 20%. A cada 24 horas, a urina
foi pesada (Kg), aferido o volume urinario total (L) por dia, homogeneizada e retirada
aliquotas de 100 mL de urina onde tiveram o pH ajustado para valores inferiores a 3, a
fim de evitar a degradacdo bacteriana dos derivados de purinas e precipitacdo do acido
urico (CHEN e GOMES, 1992), em seguida foram acondicionadas em frascos plasticos
e congeladas para posteriores analises laboratoriais.

Concomitantemente aos dias de coleta de urina total, foram realizadas as coletas
de urina spot quatro horas pés-prandial. Foram coletadas aliquotas de 50 mL de urina
pura através de miccdo espontanea, sendo 40 mL para analise dos compostos
nitrogenados totais e creatinina e 10 mL de urina diluida em 40mL de H,SO,4 a 0,036N,
para analise dos derivados de purina. Cada amostra foi filtrada, acondicionada em pote
plastico e congelada para posteriores analises laboratoriais.

As analises das excrecdes urinarias foram realizadas no Laboratério de
Fisiologia Animal da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), no Campus
de Itapetinga-BA.

As concentracdes de creatinina foram obtidas das amostras de urina total e spot
através do método de Jaffé modificado, de acordo com o Kit K016 da Bioclin. O
volume urinario total (VUT, L), estimado a partir das amostras spot, foi calculado pela
excrecdo média de creatinina (mg/Kg/PC) encontrada na média dos trés dias de coleta
de urina total por periodo do experimento e dividida pela concentracdo (mg/L) na

amostrada urina spot apés 4 horas pos-prandial (OLIVEIRA et al., 2001).
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3.4.1 Balango de compostos nitrogenados

No 18° dia de cada periodo experimental foi realizada a coleta total de fezes (24
horas) (Barbosa, 2005). A excrecdo fecal total foi pesada (kg) e uma aliquota de 10%
foi tida como amostra. Foram realizadas anélises de MS (procedimento n°® 950.05) e NT
(procedimento n°® 990.03) do AOAC (2000). Os valores da excrecéo fecal de N foram
expressos em gramas por dia (g/dia).

Aliquotas da urina total do 18° dia foram tidas como amostras para determinar
excrecdo de nitrogénio urinario, onde se adotou o procedimento n° 990.03 (AOAC,
2000). Estimou-se o teor de nitrogénio pela quantidade N g/100mL de urina encontrado
na amostra, multiplicando-se pelo valor urinério total.

O balanco de compostos nitrogenados foi calculado pela diferenca entre o
nitrogénio ingerido (consumo de N) pelo teor de nitrogénio total em gramas das fezes
(g/dia) e urina (g/dia), obtendo-se os valores de N retido (g/dia) e em porcentagem do

nitrogénio total consumido.

3.4.2 Derivados de purinas e sintese de proteina microbiana

Para quantificar a excrecdo de derivados de purinas totais (DPT, mmol/dia) nas
amostras de urina total e spot, foram realizadas analises de: &cido Urico, por teste
enzimatico colorimétrico através de Kit comercial, K139 da Bioclin; xantina e
hipoxantina, pelo método enzimatico e alantoina pelo método colorimétrico, ambos 0s
métodos descritos por Chen e Gomes (1992).

As purinas microbianas absorvidas (Pabs, X, mmol/dia) foram estimadas a partir
da excrecgéo de derivados de purinas totais (DPT, Y, mmol/dia), proposta pela equacédo
de Dipu et al. (2006):

Y=0,74X+(0,117PC%™)

Em que: Y é a excrecdo derivados de purinas totais, dada pela soma das
excregdes de alantoina, acido Urico, xantina e hipoxantina na urina (mmol/dia); 0,74
representa a recuperacdo de purinas absorvidas (mmol/dia); e 0,117 representa a
excrecdo endogena de derivados de purinas em bubalinos.

A sintese de N microbiano (Nmic, g/dia) foi estimada a partir das purinas
absorvidas (X, Pabs mmol/dia), proposta pela equagdo de Chen e Gomes (1992):

Nmic (g/dia)= 70X/(0,83x0,116x1000)= 0,727X
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Em que: 70 é o contetdo de N nas purinas (mg N/mol); 0,83 é a digestibilidade
intestinal das purinas microbianas; e 0,116 representa a relacdo N purina: N total das
bactérias. Para a estimativa da sintese de proteina microbiana (SPM), multiplicou-se a
quantidade do Nmic (gN/dia) pelo fator 6,25. A eficiéncia da Pmic foi determinada pela
SPM (100g) dividida pelo consumo de NDT (Kg).

3.5  Analises estatisticas

Para andlise estatistica das variaveis estudadas, foi utilizado o delineamento
experimental em um quadrado latino 4x4, com quatro animais, quatro periodos e quatro
tratamentos experimentais, de acordo com o0 modelo matematico:

Yik=H+ A +Pj+ T+ ek

Em que, Yiji = variaveis observadas do i-ésimo animal, j-ésimo periodo e k-
ésimo tratamento; 4 = média geral do experimento para a variavel; A; = efeito do i-
ésimo animal, variando de 1 a 4;P; = efeito do j-esimo periodo, variando de 1 a 4; Ty =
efeito o k-ésimo periodo, variando de 1 a 4; e ejjx = erro aleatorio devido ao animal,

periodo e tratamento.

3.5.1 Digestas ruminal e reticular

Os dados obtidos das digestas ruminal e reticular e os dados do sitio de
amostragem foram submetidos a andlise de variancia pelo PROC MIXED (efeito do
animal considerado como aleatério). Para testar o efeito dos tratamentos, adotou-se um
modelo fatorial 2x2 (dieta com e sem incluséo de gordura protegida; e tratamento com e
sem quitosana como aditivo). Foram testados os efeitos da inclusdo de gordura
protegida, da quitosana e da interacdo entre ambos. Quando houve efeito entre os
tratamentos, foi realizado o teste de médias Tukey, pelo PROC LSMEANS do pacote
estatistico SAS 8.0. Adotou-se um nivel de significancia de 5% para todas as variaveis.

3.5.2 Excregdes urinarias

Os dados obtidos das excre¢es urinarias totais e spot foram submetidos a
analise de variancia pelo PROC MIXED (efeito do animal considerado como aleatorio)
para testar o efeito das dietas e de ambas as metodologias de coleta. Para testar o efeito
dos tratamentos, adotou-se um modelo fatorial 2x2 (dieta com e sem inclusdo de

gordura protegida; e tratamento com e sem quitosana como aditivo). Foram testados os
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efeitos da incluséo de gordura protegida, da quitosana e da interagdo entre os dois.
Quando houve efeito entre os tratamentos, foi realizado o teste de médias Tukey, pelo
PROC LSMEANS. Para a correlacdo do volume urinario obtido e estimado, utilizou-se
0 PROC REG do pacote estatistico SAS 8.0. Adotou-se um nivel de significancia de 5%

para todas as variaveis.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As dietas experimentais ndo influenciaram o CMS, o PC e o0 ECC dos animais
(Tabela 3). A média de peso corporal (PC) dos animais no inicio do experimento foi de
351+15 Kg. Os resultados de PC e ECC permitem a conclusdo da escolha dos animais
na tentativa de melhor distribui-los nos tratamentos através de um estado fisiologico

semelhante, para reduzir o erro experimental.

Tabela 3 — Efeitos das dietas experimentais sobre o consumo de matéria seca (CMS),
peso corporal (PC) e escore de condi¢édo corporal (ECC)

Dietas experimentais’ EPM? Valor de P3
Item CO CO+QT GSI GSI+QT QT GSI  GSI*QT
CMS (kg/dia) 9,26 936 8,64 8,7 1,13 0,89 0,28 0,97
PC (kg) 390,63 380,13 381,25 391,08 837 099 0,9 0,56
ECC 3,85 3,75 3,8 3,75 018 085 0,95 0,95

Icontrole (CO), controle+quitosana (CO+QT), grdo de soja integral (GSI), gréo de soja integral+quitosana
(GSI+QT); %erro padréo da média; *quitosana (QT), gréo de soja integral (GSI) e interagdo (GSI*QT) a
5% de significancia.

A auséncia do efeito das dietas sobre o0 CMS demonstra que nao houve
influéncia do gréo de soja e/ou da quitosana sobre a taxa de passagem ou aceitabilidade
dos animais, néo interferindo dessa forma no CMS. Rodrigues et al. (2001) observaram
que Bdufalos Jafarabadi (362 Kg) consumiram 9,09 Kg de MS quando foram
alimentados com silagem de capim elefante e sorgo (60:40), representando o CMS de
2,51% Kg/PC/dia. No presente experimento, o0 CMS médio foi de 2,33% Kg/PC/dia
com proporcdo V:C de 75:25. Ablas et al. (2003) observaram o CMS de 7,2 Kg na MS
guando ofertaram feno e concentrado (80:20) para bufalos Mediterraneos e observaram
que a melhor taxa de passagem foi a dieta com maior volumoso (80:20), com maior

consumo e degrabilidade da MS e FDN. Bufalos possuem maior capacidade de digerir a
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FDN quando a forragem € de baixa qualidade, mas quando a forragem é de boa
qualidade, esse mesmo efeito ndo € observado. Dietas com fontes de rapida fermentacéo
(concentrado) além de reduzirem o CMS o aproveitamento da utilizacdo da proteina e
energia sdo pouco viaveis em relagdo aos bovinos, devido a maior populacdo de
microrganismos celuloliticos (MAEDA et al., 2007; CAMPANILE et al., 2010).

Resultados diferentes dos observados pelos autores acima foram verificados por
Pereira et al. (2007), que trabalharam com bufalos Murrah (455Kg) e testaram niveis de
concentrado (0, 24, 48 e 72%) e proteina (8, 11, 14, 17%) na dieta a base de feno, milho
moido e farelo de soja. Os autores observaram que maiores niveis de concentrado e
proteina acarretavam em maior CMS. O melhor nivel de concentrado e proteina foi
respectivamente de 24% e 11%, com CMS de 8,5 Kg, resultados estes, semelhantes ao
presente estudo (Tabela 3).

Avaliando os resultados sobre os aditivos alimentares, Costa Junior et al. (2012)
trabalharam com doses de propolis em bafalos Murrah x Jafarabadi alimentados com
feno Cynodon spp. (70:30) e o prépolis ndo influenciou o CMS. Araujo et al. (2015),
Mingoti et al. (2016), Paiva et al. (2016) e Vendramini et al. (2016) testaram doses de
quitosana variando de 0 a 225 mg/Kg/PC em bovinos (corte e leite) alimentados com 50
a 60% de silagem de milho em como parte volumosa na dieta, e em todos 0s estudos o
CMS néo foi afetado pela quitosana independente da sua concentracéo fornecida.

Em diversos estudos (FREITAS JUNIOR et al., 2013; 2014; NAVES et al.,
2013; 2015; RENNO et al., 2015; VENTURELLI et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016),
0 GSI foi testado variando de 12 a 27% na MS da dieta de bovinos leiteiros e de corte e
obtiveram reducdo no CMS. Por outro lado, Barletta et al. (2012) utilizaram 16% de
GSI na dieta de vacas leiteiras e 0 CMS néo foi influenciado. Gandra et al. (2016b)
trabalharam com novilhas Jersey, fornecendo 16% (MS) de GSI na dieta com silagem
de milho (50:50) e usaram a quitosana como aditivo (2g/Kg de MS) e observaram que
qguando a QT foi usada como aditivo, ocorreu menor ingestdo de MS, porém houve
maior digestibilidade da MS.

De modo geral, 0 menor consumo de MS resulta em menor taxa de passagem da
digesta e maior digestibilidade da MS (VAN SOEST, 1994), entretanto, nos bufalos
com menor consumo, isso ndo ocorreu. Segundo Maeda et al. (2007), em virtude da

menor ingestdo, bafalos retém por mais tempo a digesta no ramen-reticulo, porém, o
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tempo de retengdo no trato digestivo total € menor, como resultado do menor tamanho
do intestino, que reduz o tempo de permanéncia da digesta.

O CMS ¢ determinado por fatores dietéticos, fisicos, e inerentes ao animal que é
controlado pelo centro da fome a da saciedade (ILLIUS e JESSOP, 1996; ALLEN,
2000), que também pode variar em funcdo da quantidade e da frequéncia de ingestdo da

proporcéo volumoso:concentrado na dieta.

Tabela 4 — Composicdo quimico-bromatoldgica da digesta ruminal com a separacdo da
fase solida (FS) e fase liquida (FL) de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais* EPM?2 Valor de P

ltem CO CO+QT GSI GSI+QT QT GSI GSI*QT

Matéria natural

Digesta (Kg) 588 643 638 632 069 08 090 0,85

FS (Kg) 4,13 440 3,39 4,44 0,48 0,88 0,89 0,92
FL (Kg) 1,75 2,03 2,00 1,89 0,24 088 0,83 0,72
FS (%) 70,65 68,36 6931 7223 148 092 0,70 0,43
FL (%) 29,36 3164 3069 2780 148 092 0,70 0,43
Matéria Seca (%MN)
FS 20,10 20,52 20,34 19,33 0,38 0,72 0,57 0,39
FL 2,18 237 210 2,09 0,07 051 0,20 0,49
Matéria organica (%MS)
FS 94,06 93,81 9399 9380 014 050 0,90 0,92
FL 64,46 6520 6226 6427 115 059 054 0,80
Matéria mineral (%MS)
FS 594 619 6,02 6,20 0,14 0,50 0,90 0,92
FL 3554 3481 37,75 3574 1,15 059 054 0,80
Fibra em detergente neutro (%MS)
FS 7852 80,80 7997 813 075 026 0,53 0,78
FL 791 11,02 1508 1146 128 092 0,15 0,20
Fibra em detergente neutro indigestivel (%MS)
FS 3343 34,72 3165 3483 116 039 0,74 0,71
FL 383 447 375 3,86 0,22 044 048 0,58
Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel (%0MS)
FS 45,09 46,08 4832 4653 089 084 0,35 0,47
FL 409 655 1133 761 1,25 0,79 0,10 0,21

Icontrole (CO), controle+quitosana (CO+QT), gréo de soja integral (GSI), gréo de soja integral+quitosana
(GSI+QT); %erro padréo da média; *quitosana (QT), gréo de soja integral (GSI) e interagdo (GSI*QT) a
5% de significancia.
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A composi¢do quimico-bromatoldgica da digesta ruminal (Tabela 4) nao foi
influenciada em ambas as fases (solida e liquida) da digesta. No presente experimento,
as dietas foram formuladas para serem isonitrogenadas (12,5% de PB) e isoenergéticas
(65% de NDT). O rimen é o compartimento onde retém as grandes particulas com
estruturas que contém elevada proporcéo de material digestivel, principalmente porque
a maioria dos microrganismos se encontra neste compartimento (AHVENJARVI et al.,
2001). Soares et al. (2007) realizaram avaliacao in situ de diversos tipos de leveduras
em bufalos da raga Mediterraneo alimentados com cana picada (83:17) e observaram
maior degrabilidade da MS, PB, FDN e FDA em amostras do liquido ruminal.

Tabela 5 — Composicdo quimico-bromatoldgica da digesta reticular com a separagdo da
fase sélida (FS) e fase liquida (FL) de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais* EPM? Valor de P

Item CO CO+QT GSI GSIH+QT QT GSI  GSI*QT

Matéria natural

Digesta (Kg) 5,55 5,55 5,99 5,56 0,02 0,76 0,68 0,76

FS (Kg) 0,54 0,69 0,60 0,67 0,04 0,24 0,79 0,65
FL (Kg) 5,01 4,87 4,99 4,89 0,05 0,24 0,76 0,66
FS (%) 9,72 12,35 10,78 12,02 0,76 0,25 0,82 0,67
FL (%) 90,28 87,65 89,22 87,98 0,76 0,25 0,82 0,67
Matéria Seca (%MN)
FS 18,09 17,11 17,63 17,26 0,35 0,39 0,84 0,70
FL 1,53 1,47 1,46 1,62 0,03 0,37 0,45 0,04
Matéria organica (%MS)
FS 91,81 91,69 9240 92,02 0,26 0,66 0,43 0,82
FL 56,48 62,00 59,37 56,85 1,66 0,67 0,75 0,27
Matéria mineral (%MS)
FS 8,19 8,32 7,60 7,99 0,26 0,66 0,43 0,82
FL 4353 38,00 40,63 43,15 1,66 0,67 0,75 0,27
Fibra em detergente neutro (%MS)
FS 76,02 78,71 7851 77,33 0,70 0,61 0,71 0,20
FL 10,72 10,60 9,29 13,37 1,02 0,37 0,76 0,40
Fibra em detergente neutro indigestivel (%MS)
FS 33,58 34,93 3184 3547 0,70 0,09 0,66 0,41
FL 3,51 3,94 3,97 3,50 0,28 0,97 0,98 0,49
Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel (%MS)
FS 42,44 43,78 46,67 41,85 0,90 0,33 0,51 0,09
FL 7,20 6,66 5,32 9,87 0,92 0,29 0,72 0,19

Icontrole (CO), controle+quitosana (CO+QT), gréo de soja integral (GSI), gréo de soja integral+quitosana
(GSI+QT); %erro padréo da média; “quitosana (QT), grdo de soja integral (GSI) e interagdo (GSI*QT) a
5% de significancia.
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A composicdo quimico-bromatolodgica da digesta reticular (Tabela 5) apresentou
influéncia da interacdo GSI*QT (P=0,04) na fase liquida da MS, entretanto nao foi
significativo para as demais variaveis. Possivelmente, essa influéncia da interacéo sobre
a fase liquida da digesta reticular, pode ser atribuida pela barreira fisica que a gordura
proporciona na particula impedindo a acdo da digestdo da MS (JENKINS, 1993).
Entretanto, as pequenas particulas ou fase liquida da digesta ruminal, sdo facilmente
carreadas para o reticulo, devido a sua alta taxa de passagem ou apds deplecdo do
substrato a ser fermentado (FATEHI et al., 2015). Wencelowa et al. (2014) avaliando a
interacdo da quitosana (100 mg/L) com 0leo de canola e 6leo de girassol por meio de
culturas in vitro verificaram a reducdo da degrabilidade da MS, principalmente em
dietas com alto volumoso, no mais, o uso de suplementacéo lipidica podem reduzir a
degradacéo da MO e FDN.

Verifica-se que em ambas as digestas, ruminal e reticular (Tabela 4 e 5), os
teores de MO foram reduzidos e os teores de MM foram aumentados, devido aos
mecanismos sucessivos da digestdo, havendo aproveitamento dos nutrientes digestiveis,
porém mostra-se que nao ha absorcdo de minerais no reticulo (KRIZSAN et al., 2010).

Altos teores de FDN foram observados em ambas as digestas ruminal e reticular,
principalmente na fase liquida. Fatehi et al. (2015) e Krizsan et al. (2015) indicam que
para determinacdo da FDN e FDNi devem ser contabilizadas somente o teor de MO
para que ndo haja superestimacdo dos carboidratos fibrosos, ou seja, a FDNcp seria
representativa nos processos digestivos por contabilizar a MO da FDN, pois é o teor de
FDN que vai controlar a taxa de passagem no reticulo.

Quando se avaliou o sitio de amostragem rimen x reticulo (Tabela 6), todas as
varidveis avaliadas foram significativas, exceto para os teores de FDN, FDNi e FNDpd
da fase liquida. Esses efeitos sdo esperados, ja que ocorre a digestdo dos nutrientes,
consequentemente a redugdo das particulas nos sucessivos mecanismos da digestéao.

Os resultados do sitio de amostragem reticular (Tabela 6) foram semelhantes aos
encontrados por Silva (2014), que avaliou diferentes fontes de acidos graxos na dieta de
vacas, e observou os valores de 17,5 e 1,8% na MS, 86,2 e 55,9% na MO e 78,9 e
15,7% na FDN, na fase solida (particulas maiores que 1 mm) e fase liquida,

respectivamente.
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Para ambas as fases, quando a digesta foi do ramen para o reticulo, os teores de
MS e a MO foram reduzidos e o teor de MM aumentado, principalmente na fase liquida,
por ter acesso direto ao reticulo. A FDN da fase sélida teve 0 mesmo comportamento
que a MS e a MO, indicando que houve reducdo da particula e possivelmente essa
caracteristica teria sido observada na fase liquida da FDN, caso tivesse sido corrigida
para cinzas e proteina no presente experimento. A FDNi é um marcador natural da fase
solida de particulas com pouco efeito sobre a fase liquida e portanto, esperava-se que

esta ndo fosse influenciada nos sitios de amostragem (KRIZSAN et al., 2015).

Tabela 6 - Efeito do sitio de amostragem sobre a composi¢do quimico-bromatolégica da
fase sélida e fase liquida das digestas ruminal e reticular

Sitio de amostragem

> ; EPM! Valor de P?
Item Rdmen Reticulo
Matéria natural (% amostra total)
Fase sélida 70,14 11,22 5,35 <0,0001
Fase liquida 29,86 88,78 5,35 <0,0001
Matéria seca (%MN)
Fase sélida 20,07 17,52 0,34 <0,0001
Fase liquida 2,19 1,52 0,07 <0,0001
Matéria organica (% MS)
Fase s6lida 93,91 91,98 0,23 <0,0001
Fase liquida 64,04 58,67 1,10 0,01
Matéria mineral (% MS)
Fase sélida 6,09 8,02 0,23 <0,0001
Fase liquida 35,96 41,33 1,10 0,01
Fibra em detergente neutro (% MS)
Fase solida 80,16 77,64 0,55 0,02
Fase liquida 11,37 10,99 0,80 0,82
Fibra em detergente neutro indigestivel (% MS)
Fase solida 33,66 33,95 0,67 0,83
Fase liquida 3,98 3,73 0,18 0,50
Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel (% MS)

Fase solida 46,50 43,69 0,67 0,03
Fase liquida 7,39 7,26 0,76 0,93

Yerro padréo da média; “Teste F a 5% de significancia.

N&o houve efeito (P>0,05) das dietas sobre os teores de nitrogénio consumido,

nitrogénio excretado (fecal e urinario) e nitrogénio retido em g/dia, assim como em
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porcentagem do nitrogénio consumido (Tabela 7). O balango de nitrogénio foi positivo
para todos os tratamentos, indicando que houve retencdo de proteina no organismo
animal, proporcionando condicdes para que ndo ocorresse perda de peso nos animais
experimentais. Pereira et al. (2007) trabalhando com bufalos Murrah (455Kg), testaram
niveis de concentrado (0, 24, 48 e 72%) e proteina (8, 11, 14, 17%) na dieta a base de
feno, milho moido e farelo de soja, observaram que maiores niveis de concentrado e
proteina proporcionaram maior consumo de PB, 0 que acarretou em maior excregdo de

N na urina, entretanto, o BN foi positivo em todas as dietas.

Tabela 7 — Balango de nitrogénio (N) de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais* M2 Valor de P3

P
ltem CO CO+QT GSI GSI+QT QT GSI GSI*QT

N consumido, g/dia 182,65 184,55 166,75 17152 57 0,79 025 091
Excrecéo fecal

N ( g/dia) 42,26 51,25 37,67 4572 358 0,28 0,51 0,95

N (%) 23,14 27,77 2259 2666 162 0,23 0,82 0,79
Excrecdo urinéria

N (g/dia) 4366 298 29,27 2791 325 025 0,22 0,34

N (%) 239 16,15 1755 16,27 2,04 0,33 0,64 0,43
Balanco de N

N retido (g/dia) 96,74 103,49 99,81 9789 465 082 09 0,68

N retido (%) 52,96 56,07 59,86 5707 156 099 041 0,46

Icontrole (CO), controle+quitosana (CO+QT), grdo de soja integral (GSI), gréo de soja integral+quitosana
(GSI+QT); %erro padrao da média; *quitosana (QT), gréo de soja integral (GSI) e interagdo (GSI*QT) a
5% de significancia.

Wanapat et al. (2014) testaram 100 g/cabeca/dia da casca em pé do mangostdo
(Garcinia mangostana), um aditivo natural substituto aos antibi6ticos ion6foros, em
bufalos do pantano (350 Kg) alimentados com palha de arroz e concentrado (75:25) e
obervaram que o BN foi positivo para ambos os tratamentos (com e sem aditivo), porém
0 mangostdo ndo influenciou o BN, sendo as excregdes por perdas em 40,4% de N nas
fezes e 48,3% de N na urina, proporcionando um balanco de 11,3% de N retido em
porcentagem do N consumido. Gandra et al. (2011) trabalharam com bufalos
mediterraneos (515 Kg) alimentados com silagem de milho (75:25) e observaram
balango positvo de N com retengéo de 40,94%, sendo as perdas por fezes representando
28,64% e as perdas urinarias por 30,41%. Bufalos excretam mais N na urina devido a

alta concentragdo de N-amoniacal no rumen e pela alta concentracdo de ureia
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plasmatica, logo a forma de excrecdo é dada através da urina quando em excesso
(SULTAN et al., 2009).

Freitas Junior et al. (2013), Venturelli et al. (2015) e Almeida et al. (2016)
avaliaram o uso do GSI variando de 12 a 27% na MS da dieta de vacas leiteiras, e
verificaram que o GSI ndo exerceu influéncia sobre o BN, porém foi positivo em todos
os trabalhos.

Mingoti et al. (2016) e Vendramini et al. (2016) observaram que a excrecdo fecal
de N foi reduzida quando se utilizaram 150 mg/Kg/PC de QT em vacas leiteiras. A
excrecdo de N na urina ndo foi influenciada pela QT, mas houve BN positivo em ambos
0S experimentos.

Gandra et al. (2016b) avaliando o BN quando utilizaram suplementacdo de GSI
(16%MS) e quitosana (2g/Kg de MS) em novilhas Jersey, observaram que a quitosana
promoveu menores percas de N nas fezes (22,7% do N consumido) e o GSI menores
percas de N na urina (21,3% do N consumido), resultado esse semelhante pela interacao
significativa da QT+GSI (18,9% do N consumido). A QT, o GSI e a interacdo QT+GSI
mostraram-se significativos para o N retido, onde a dieta QT promoveu menor retencao
de N (15,4% do N consumido); e maiores para GSI e QT+GSlI, 54,2% e 57,4% do N
consumido, respectivamente.

O BN esta relacionado principalmente com o CMS, consequentemente o
consumo de PB e a forma como o N se destina no metabolismo animal. Embora o perfil
aminoacidico da dieta CO fosse diferente da dieta GSI (alto PDR), mostra-se que no
presente experimento, houve uma boa fermentacdo e utilizacdo do N em todas as dietas,
acarretando em BN positivo com retencdo de N superior a 50%. A quitosana nos
diversos experimentos citados promoveu menor excrecdo de N fecal devido a melhor
digestibilidade da PB. Campanile et al. (2010), em revisdo sobre o balanco de
nitrogénio de budfalas leiteiras, compilaram os dados de estudos com diferentes niveis de
energia e um nivel fixo de proteina e concluiram que mesmo para a dieta com baixa
energia, embora o nitrogénio retido fosse menor, ainda assim o de balango de nitrogénio
foi positivo, indicando que bufalas sdo mais eficientes em reter nitrogénio que outros
animais. Os mesmos autores também observaram que quando se aumenta os niveis de

concentrado na dieta, mesmo em baixa propor¢do de concentrado (80:20), a eficiéncia
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do metabolismo do nitrogénio proporciona melhores resultados no balanco de

nitrogénio.

Tabela 8 — Excrecdo e absorcdo de derivados de purinas totais (DPT) e estimativa de
sintese de proteina microbiana (SPM) das amostras da coleta de urina total de acordo
com as dietas experimentais

Dietas experimentais’ EPM? Valor de P3
Item CO CO+QT GSI GSI+QT QT GSI  GSI*QT
mmol/dia
Alantoina 40,54 3135 374 4577 2,72 0,88 0,38 0,13
Acido Urico 1062 885 1098 1332 065 099 0,08 0,17
Xt+Hx* 395 344 340 4,39 0,18 051 0,60 0,04
DPT 55,12 4366 51,8 6346 3,18 093 0,25 0,08
Pabs® 41,24 30,06 38,17 4957 320 093 0,26 0,09

ALA:DPT® %) 69,44 7175 698 7212 145 036 0,99 0,96
AcU:DPT'(%) 22,26 20,38 2268 2068 1,67 034 0,83 0,94
Xt+Hx:DPT%%) 8,31 7,87 7,51 7,20 048 066 0,61 0,97
VUT® (L/dia) 11,59 10,29 10,13 13,08 082 0,64 0,70 0,24
Nmic' (gN/idia) 29,98 21,84 27,75 3604 233 093 0,26 0,09
SPM (g/dia) 187,38 136,53 173,46 22526 1456 0,93 0,26 0,09
Efic. Pmic'! 37,12 2557 37,71 4539 486 085 0,33 0,36

Icontrole (CO), controle+quitosana (CO+QT), gréo de soja integral (GSI), gréo de soja integral+quitosana
(GSI+QT); %erro padréo da média; *quitosana (QT), gréo de soja integral (GSI) e interagdo (GSI*QT) a
5% de significancia; “xantinat+hipoxantina; °purinas absorvidas; °’®alantoina, acido Grico e
xantina+hipoxantina em percentagem do DPT, respectivamente; °volume urinério total; ‘°nitrogénio
microbiano; “'Eficéncia da sintese de proteina microbiana (100 g Pmic/Kg de NDT consumido).

Para os derivados de purinas totais (DPT) e sintese de proteina microbiana
(SPM), as dietas ndo influenciaram essas excre¢Oes (Tabela 8) na urina, exceto para a
concentragdo de xantina e hipoxantina mmol/dia (P=0,04). Gandra et al. (2011)
trabalharam com bufalos mediterraneos (515 Kg) alimentados com silagem de milho
(75:25) e observaram presenca de xantina e hipoxantina na urina e sugeriram
contabiliza-las no DPT. As excre¢cdes em mmol/dia foram de 30,17 para alantoina, 1,85
para acido urico e 1,66 para xantina+hipoxantina, sendo a proporcao de 89,57%, 5,49%
e 4,92% de alantoina, &cido Urico e xantinat+hipoxantina, respectivamente, em
proporcdo do DPT. A comparacao da sintese de Pmic se tornou invidvel, uma vez que a
equacdo utilizada foi a de bovinos, superestimando os valores de Pmic quando
comparados com o presente experimento. Costa Junior et al., (2012) trabalharam com
doses de propolis em bufalos Murrah x Jafarabadi alimentados com feno Cynodon spp.



40

(70:30), porém ndo foi considerada a excrecdo de Xt+Hx. A prépolis ndo alterou a
excrecdo de derivados de purina urina e SPM.

Wanapat et al. (2014) em estudo com a casca em po do mangostao testaram em
bufalos do pantano (350 Kg) 100g/cabeca/dia e foram alimentados com palha de arroz
(75:25), observaram que o aditivo aumentou a SPM e promoveu maior eficiéncia
microbiana. A equacéo para estimativa da SPM utilizada por estes autores, foi proposta
por Liang et al (1994), ao qual comparada com a equacdo utilizada no presente
experimento (DIPU et al., 2006), forneceriam dados superestimados.

Paiva et al. (2016) e Vendramini et al (2016) testaram niveis de quitosana
(variando de 0 a 225 mg/Kg/PC) em vacas leiteiras e ndo observaram influéncia no
fluxo de Nmic e SPM quando utilizaram a QT como aditivo.

Quando Freitas Junior et al. (2013), Venturelli et al. (2015) e Almeida et al.
(2016) avaliaram o uso do GSI variando de 12 a 27% na MS na dieta, verificaram que 0
GSI ndo influenciou a SPM em vacas leiteiras.

Gandra et al. (2016b) avaliando o DP e SPM quando utilizou suplementacao de
GSI (16%MS) e quitosana (2g/KG.MS) em novilhas Jersey, observaram que a QT
reduziu a excrecdo de DPT, consequentemente, reducdo nas Pabs. Nao houve influéncia
do GSI na excrecao de DP, entretanto foi observada a interacdo QT+GSI na excrecdo de
acido drico (mmol/L) conferindo maiores excrecdes desse metabolito na urina. Em
relacdo ao fluxo de Nmic e SPM, houve menor estimativa para a QT em detrimento das
menores excrecdes de DP.

Alves et al. (2009) trabalharam com bufalos Mediterraneo (328 Kg) e avaliaram
o melhor sincronismo proteina:energia com quatro niveis de proteina e energia na dieta.
Observaram que a melhor relagdo PB:CNF variou de 0,27 a 0,39, indicando que nestes
valores houve melhor sincronismo PB:Energia, criando um ambiente 6timo para a SPM.
No presente experimento, o sincronismo variou entre 0,31 e 0,35 entre as dietas (SILVA
et al., 2015), indicando que houve eficiéncia na fermentagdo para a produgdo de Pmic
(Tabela 8), enquanto que valores proximos de 1, indicam déficit energético. Quando a
proteina € prontamente disponivel no rimen, a amodnia é acumulada e absorvida pela
parede ruminal, indo para o figado e convertida a ureia, sendo excretado via urina,
indicando perdas (TATSAPONG et al., 2010).
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Apesar de a QT e GSI ndo influenciarem as excre¢des de alantoina e &cido Urico,
em mmol/dia, a interacdo QT+GSI proporcionou aumento da excrecdo de Xt+Hx
(mmol/dia) na urina. Esse resultado sugere que a GSI por conter maiores concentracoes
de PDR na dieta (DELGADO et al., 2011), possivelmente sofreu maior hidrdlise e que
quando foi combinado com a QT, foi influenciado pelo efeito antimicrobiano das
bactérias gram-positivas, favorecendo as bactérias fibroliticas, maiores utilizadoras da
amonia ruminal para a sua sintese, pois Araujo et al. (2015), Mingoti et al. (2016), Paiva
et al. (2016) e Vendramini et al. (2016) observaram maior digestibilidade da PB devido
a inclusdo da QT como aditivo. Vale salientar que a concentracdo da xantina oxidase
nos tecidos (intestino, figado e plasma) pode influir sobre os teores de xantina e
hipoxantina, pois do mesmo modo que a saturacdo da enzima uricase promove maiores
excrecdes de acido Urico na urina (PEREZ et al., 1997), a saturacdo da xantina oxidase
poderia também acarretar em maiores excre¢des de xantina e hipoxantina na urina.

Wanapat e Pimpa (1999) testaram em bufalos a infusdo ruminal de carbonato de
amoénio em bufalos durante cinco dias e a aménia ndo mostrou correlacdo com a
excrecdo de DP na urina, apenas tendéncia para a excrecdo de alantoina. As proporgdes
de excrecgdes foram 82% e 18% de alantoina e acido Urico, respectivamente.

Tabela 9 — Excrecdo de derivados de purinas totais em mmol/dia e em porcentagem
(%DPT) de acordo com o numero de dias de coleta de urina total

N° de dla.s de coI?ta Média EpM? Valozr
Item Dial Dia2 Dia3 de P

Alantoina (mmol/dia) 40,7 40,3 334 38,13 2,75 0,48
Acido Urico (mmol/dia) 124 10,7 95 10,87 0,65 0,19
Xantina+Hipoxantina (mmol/dia) 3,8 4,0 3,6 3,8 0,18 0,70
DPT (mmol/d) 56,9 55 46,5 53,5 3,18 0,37
Alantoina (%DPT) 70,7 70,4 68,9 70,8 1,45 0,87
Ac. Urico (%DPT) 22,3 214 22 21,5 1,68 0,95

Xantina+Hipoxantina (%DPT) 7,00 8,20 9,10 8,10 0,49 0,23

Terro padréo da média; “Teste F a 5% de significancia.

As excrecdes dos derivados de purinas totais (DPT) ndo foram influenciadas nos
trés dias de coleta de urina total (Tabela 9). As porcentagens para excre¢cdo média na
urina de alantoina, acido Urico e xantina+hipoxantina foram 70,8%, 21,5%, 8,1%,

respectivamente.
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Embora os valores de acido Urico fossem considerados como superestimados de
acordo com a literatura, a propor¢do de DPT é confirmada por Liang et al. (1994), onde
a proporcao de excrecdo para alantoina varia de 60 a 75% e de acido Urico de 25 a 40%
em bufalos, sendo a xantina+hipoxantina contabilizadas como acido Urico excretada na
urina. Essas varia¢Oes sdo observadas quando ha restricdo alimentar, pois a excre¢do de
acido urico é aumentada e a alantoina diminuida (LIANG et al., 1994).

Os valores para excrecdo de DP encontrados na literatura para bufalos foram
semelhantes ao presente estudos (Tabela 9). Wanapat e Pimpa (1999) observaram
valores de 27,6 a 37,4 mmol/dia de alantoina; Wanapat et al. (2012) obtiveram
excrecbes de DPT variando de 4,1 a 6,5 mmol/L, no presente estudo, a média de
excrecdo do experimento foi de 4,7 mmol/L. Kang et al. (2012) obtiveram valores
médios de 33,2 mmol/dia de alantoina e Machado (2014) observaram valores médios de
34,73 e 0,64 mmol/dia para alantoina e acido urico, respectivamente. Costa Junior et al.,
(2012) trabalharam com bufalos Murrah x Jafarabadi (519+19 Kg) e observaram
excrecdo de 3,3 mmol/L de alantoina, corroborando com o presente estudo, a excre¢do
de alantoina foi 3,5 mmol/L, porém sendo a proporcdo de DPT encontrada por Costa
Junior et al. (2012) foi de 99,1% e 0,9% para alantoina e cido Urico, respectivamente.

Tabela 10 — Médias das excrecOes urinarias de alantoina, derivados de purinas totais
(DPT), purinas absorvidas (Pabs) e da producdo de nitrogénio microbiano (Nmic)
estimadas com trés dias de coleta de urina spot 4 horas pds-prandial

N° de dias d let .
€ dias de coletd Média EPM® Valor de P?

Item Dial Dia 2 Dia 3
Alantoina (mmol/dia) 29,4 34,5 30,1 31,3 2,85 0,66
DPT (mmol/dia) 45,2 51,5 44,9 47,2 3,2 0,38
Pabs (mmol/dia) 31,4 37,9 31,1 33,5 3,2 0,38
Nmic (gN/dia) 22,9 27,5 22,5 24,3 2,33 0,38

Terro padréo da média; “Teste F a 5% de significancia.

N&o houve diferenca para as excrecdes de alantoina e DPT, nem das estimativas
das Pabs e Nmic (Tabela 10) entre os trés dias de coleta de urina spot 4 H pos-prandial.
Os valores apresentados ficaram bem proximos das excrecdes diérias de alantoina e
DPT (Tabela 9) e as estimativas de Pabs e Nmic ficaram proximas dos valores obtidos

com a coleta total (Tabela 8).
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Tabela 11 — Médias das excre¢des urinarias de alantoina (Ala), acido urico (AcU),
xantina e hipoxantina (Xt+Ht), derivados de purinas totais (DPT) em mmol/dia e da
producdo de nitrogénio microbiano (Nmic) em gN/dia, expressas por dia e por método
de coleta (total x spot)

Dial Dia 2 Dia 3 Total x spot CV%! Valor de
Itens Obt Est Obt Est Obt Est Obt Est P2

Ala 40,7a 29,4b 40,3a 34,5a 33,4a 30,1a 38,13a 31,3a 49,61 0,05
AcU 12,4 11,7 10,7 130 95 106 10,87 11,72 36,90 0,68
Xt+Ht 38 40 40 40 36 41 380 4,00 37,3 0,60
DPT 56,9 42,2 550 515 46,5 449 53,50 47,20 42,64 0,19
Nmic 316 229 300 275 238 225 28,39 24,34 59,13 0,20

Letras mindsculas iguais seguidas na linha ndo diferem entre si por dia e por método de coleta pelo teste
Tukey a 5% de significancia. :CV% dos métodos de coleta; “Teste F dos métodos de coleta a 5% de
significancia.

Né&o foram apresentadas diferencas entre os dias de coleta total e spot para acido
urico, xantina e hipoxantina, derivados de purina e nitrogénio microbiano (Tabela 11).
Entretanto, as concentracfes de alantoina foram diferentes para o observado e estimado
no primeiro dia (P=0,04), embora ndo significativo para os demais dias. Nao houve
diferencas entre as medias por método de coleta de urina total e spot (Tabela 11) para
todas as variaveis.

Valadares et al. (1999) e Oliveira et al. (2001) em experimento sobre
metodologias de coleta de urina total (24 H) e spot 4 horas pos-prandial, afirmaram que
ambas as metodologias foram suficientes para estimar as excre¢des de DP e estimar a
Pmic em vacas leiteiras. Chizzotti et al. (2007) trabalharam com vacas de baixa, média e
alta producdo e testaram as metodologias de urina total 24 H e coleta spot 4 H pos-
prandial, e observaram diferencas numéricas entre as duas metodologias, porém nao
significativas, mostrando que a coleta de urina spot pode ser utilizada para estimativa
de Pmic em vacas leiteiras.

Leal et al. (2007) testaram seis dias de coleta total em vacas leiteiras e
concluiram que maior nimero de dias de coletas acarretam em maiores perdas urinarias
e validou que um dia (24 H) de coleta total ¢ suficiente para estimar a producdo de Pmic
em vacas leiteiras. Barbosa et al. (2006) testaram seis dias de coleta total em Nelores
utilizando funis coletores e observaram reducdo do volume urindrio em periodos mais
longos de coleta e atribuiu essa perda ao erro experimental, pois funis coletores causam

desconforto quando utilizado muitos dias, reduzindo o volume urinario total. Estes
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autores validaram que 24 H é suficiente para avaliar as concentracdes de alantoina,
DPT, Pabs e Nmic e que a coleta de urina spot pode ser utilizada para estimar estas

variaveis, pois ndo houve diferenca entre as duas metodologias.

Tabelas 12 — Médias e coeficiente de variagdo (CV%) obtido e estimado do volume
urinario total (VUT) de acordo com o nimero de dias e por método de coleta (total x
spot)

VUT (L)

Itens Obtido Estimado CV% Valor de P*
Dia 1 10,82 13,48 40,14 0,15
Dia 2 11,44 13,50 36,51 0,20
Dia 3 10,53a 13,27a 29,48 0,05
Média 10,93 13,42 - -
CV% 29,48 34,01 - -
Valore de P 0,93 0,99 - -

Letras mindsculas iguais seguidas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.
“Teste F a 5% de significancia.

Observando as excre¢cdes do volume urinario total (VUT) obtido e estimado
(Tabela 12, Grafico 1), o VUT obtido ndo difere nos trés dias de coleta, onde obteve
média de 10,9 L para a coleta total. O VUT estimado também néo diferiu entre os trés
dias de coleta de urina spot 4 horas pos-prandial, sendo o VUT estimado com a média
de 13,4 L. N&o houve efeito dos dias entre o VUT obtido e o estimado nos trés dias de
coleta. As regressdes para os dias 1, 2 3 sdo respectivamente: Y=5,3424 + 0,4061x,
Y=7,7482 + 0,2735x, e Y=9,6974 + 0,0625x; onde para X de VUT estimado, encontra-
se Y de VUT obtido. Observa-se que no gréafico c dia 3 (Grafico 1), o R? foi baixo,
mesmo indicando que ndo houve diferenca entre 0 VUT obtido e estimado, e CV de
29,48% (Tabela 12). Possivelmente 0 R2 baixo pode ser atribuido ao erro experimental,
pois foram obtidos menores volumes urinarios da coleta total no ultimo periodo
experimental, como relatado por Valadares et al. (1997a) e Leal et al. (2007) que maior
namero de dias de coleta de urina total (96 horas) resultam em menores excrecdes de
creatinina, possivelmente em razdo do vazamento de urina do funil coletor, do
desconforto animal, que sdo problemas relacionados ao emprego dessa tecnica por

longos periodos.
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Tabela 13 — Médias das excrecdes urinarias de creatinina obtida com trés dias de coleta
de urina total

!\l° de dla_s de cole'_[a Média  EPM: Valozr de
Item Dial Dia2 Dia3 P
Creatinina (mg/Kg/PC) 18,12 1856 17,52 18,07 0,95 0,65
Creatinina (mg/Kg®"™) 80,28 82,12 77,39 79,93 4,22 0,64
Creatinina (mmol/Kg®"™) 071 073 069 071 0,04 0,64

lerro padréo da média; “Teste F a 5% de significancia.

A excrecéo de creatinina ndo foi influenciada entre os trés dias de coleta de urina
total (Tabela 13). A creatinina, como indicador de excrecdo urinaria € utilizada para
estimar o VUT em experimentos que utilizam a coleta de urina spot e as demais
excregOes urindrias a partir de uma amostra pontual de urina. O valor médio de

creatinina encontrado no presente experimento foi de 18,07 mg/Kg/PC, 79,93 mg/Kg®"

ou 0,71 mmol/Kg>™

, € esse valor foi utilizado na estimativa da coleta de urina spot,
indicando que ndo houve diferenca entre ambas as metodologias (Tabelas 12 e 13,
Gréfico 1).

Chen et al. (1996), avaliaram a concentragcdo de creatinina durante um
experimento com jejum alimentar e alimentacdo ad libitum em bdfalas Murrah (222 a
262 Kg) e encontraram valores de creatinina de 0,33 a 0,44 mmol/Kg®". Dipu et al.
(2006) também avaliaram a concentracdo de creatinina em restricdo alimentar e ad
libitum em buafalos Murrah e obtiveram excrecdes de creatinina de 0,66 a 0,73

mmol/Kg®".

0,75

Os valores de creatinina (0,73 mmol/Kg™") encontrados por Dipu et al. (2006)

quando os bafalos Murrah tiveram livre acesso ao alimento, foram similares ao presente

07> (Tabela 13). E interessante afirmar, que caso a concentracao

estudo de 0,71 mmol/Kg
de creatinina citada por Chen et al. (1996), viesse a ser utilizada no presente estudo, o
VUT médio estimado do experimento total seria de 8,8 L subestimando o VUT
observado (10,93 L), sendo que o VUT estimado pela concentracdo de creatinina no
experimento foi de 13,42 L (Tabela 12).

Em experimentos brasileiros com bdfalos, Pereira et al. (2007) e Machado
(2014) utilizaram a metodologia da coleta de urina spot 4 H pos-prandial e utilizaram a
concentracgéo de creatinina 0,44 mmol/Kg®" de Chen et al. (1996) para estimar o VUT.

Pereira et al. (2007) encontraram 24,16 L (quando utilizou 24% de concentrado na
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dieta) para bafalos Murrah e Machado (2014) observou o VUT de 2,64 L para bufalas
Murrah x Jafarabadi.

Kozloski et al. (2005) avaliaram a excrecdo de creatinina e demais compostos
urinarios de ovinos entre experimentos e dentre experimentos e observaram que dentre
experimentos ndo h& evidéncias da alteracdo da creatinina, j& que esta ndo é afetada pela
dieta. Mas que entre experimentos, as excre¢des médias se diferiram, mesmo quando
foram utilizados animais da mesma raca com peso corporal semelhante. Estes autores
concluiram que para validar a metodologia de coleta de urina spot para ovinos, seria
necessario ao menos um dia de coleta de urina total 24 H, de um animal representativo
do trabalho experimental a fim de diminuir essas alteracGes.

Santana Junior et al. (2015), em revisdo aborda que muitos experimentos ja
foram realizados no Brasil com bovinos, sendo que ja esta consolidado o valor médio de
excrecdo de creatinina em 27,4 mg/Kg/PC. Apesar da excrecdo de creatinina ser
constante (pouco ou ndo variavel pela dieta), em funcdo do peso corporal do animal, o
melhor horario para amostra da urina é 4 H po6s-prandial, periodo onde a concentracao
plasméatica e urindria de metabdlitos ja tenha alcancado o platd e sendo melhor
estimado.

5. CONCLUSOES

A quitosana e o grdo de soja integral ndo interferem nas fases das digestas do
ramen e do reticulo; entretanto a interacdo da quitosana com o grdo de soja integral
promoveu maior concentracdo de MS na fase liquida do reticulo.

A quitosana e o grdo de soja integral proporcionaram balanco positivo de
compostos nitrogenados. Com relacdo aos derivados de purinas, a quitosana com
interacdo do grdo de soja integral proporcionam maiores excregdes de hipoxantina e
Xantina, porém nao alteraram a DPT e Nmic.

Metodologias de coleta de urina total e spot ndo diferem entre si quando foram

avaliadas nos trés dias de coleta as excre¢des de DPT e Nmic.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Para melhor estimativa dos teores de FDN, considerar a FDNcp para avaliar
composicao das digestas nos compartimentos, possibilitando melhor acurécia no fluxo
de nutrientes.

O valor médio de creatinina encontrado no presente experimento foi de 18,07
mg/Kg/PC, 79,93 mg/Kg>"® ou 0,71 mmol/Kg®™. Podendo ser realizada uma coleta de
urina total em 24 horas. Entretanto, sugere-se que em ensaios com bubalinos Murrah,
quando se realizar a coleta de urina spot unicamente como metodologia para estimar 0s
VUT, DPT e Nmic, realizar ao menos um dia de coleta total (24 H) com um animal

representativo do experimento para quantificacao da creatinina.
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