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QUITOSANA ASSOCIADA AO GRAO DE SOJA NA ALIMENTACAO DE
BUFALOS MURRAH

RESUMO

Obijetivou-se avaliar os efeitos da associacdo da quitosana ao grao de soja cru e integral
em dietas de bufalos sobre o consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes,
fermentagcdo ruminal, metabdlitos sanguineos, dindmica ruminal, fluxo reticular de
nutrientes e o comportamento ingestivo dos animais. Foram utilizados quatro bufalos
(Bubalus bubalis) Murrah, com aproximadamente 24 meses de idade, castrados,
canulados no rumen e com peso médio inicial de 351 + 15 kg. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em um delineamento quadrado latino 4 x 4, em esquema
fatorial 2 x 2 e nas seguintes dietas experimentais: 1) CO = Controle; 2) QT =
Quitosana, inclusdo de 150 mg / kg de peso corporal; 3) GSI = Grdo de soja cru e
integral, 100 g /kg da matéria seca total; 4) GSI + QT = Quitosana + Grao de soja cru e
integral. As dietas foram formuladas utilizando-se relagdo volumoso:concentrado de
75:25, sendo empregado como volumoso a silagem de sorgo. N&o houve efeito das
dietas sobre o consumo de matéria seca (CMS), no entanto, a adicdo do gréo de soja
integral aumentou o consumo de extrato etéreo (P<0,01) e a digestibilidade aparente do
extrato etéreo (P = 0,04). Nao houve diferenca (P>0,05) para os valores de pH ruminal
entre as dietas. A incluséo da quitosana e grao de soja integral promoveu aumento nas
concentracdes molares de acetato (P = 0,02) e propionato (P = 0,01) no rumen. A
inclusdo de quitosana e a associacao entre QT e GSI nas dietas ndo alteraram (P>0,05)
as concentracdes de metabdlitos sanguineos. Os animais alimentados com a dieta
contendo quitosana ndo apresentaram efeito na taxa de digestdo, taxa de renovagéo e
taxas de passagem da matéria seca, fibra em detergente neutro e fibra em detergente
neutro potencialmente digestivel (FDNpd) em comparagdo a digesta dos animais
alimentados com a dieta contendo grao de soja (P>0,05). A digestibilidade ruminal em
porcentagem da MS (P=0,01) da dieta controle foi menor quando comparada as dietas
com suplementacgdo da quitosana (Q e GS+QT). Os resultados observados sugerem que
a associagdo da quitosana com o grédo de soja integral tem efeitos potenciais como
modulador da fermentacdo ruminal; portanto, a quitosana pode ser aplicada como
alternativa aos ionoforos na dieta de bafalos Murrah.



Palavras-chave: acetato, antimicrobiana, fluxo reticular, ionoforo, pH ruminal,

propionato
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CHITOSAN ASSOCIATED WITH SOYBEAN IN MURRAH BUFFALO DIETS

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effects of the association between
chitosan and whole raw soybean in buffalo diets on intake, apparent digestibility,
ruminal fermentation, blood metabolites, ruminal dynamics, reticular flow and ingestive
behavior of the animals. Four Murrah buffaloes (Bubalus bubalis), with approximately
24 months of age, male castrated, cannulated in the rumen with an average initial weight
of 351+15 kg, were used. Animals were randomly distributed in a 4 x 4 Latin square, in
a 2 x 2 factorial scheme and fed with the following experimental diets: 1) CO =
Control; 2) CH = Chitosan, inclusion of 150 mg / kg body weight; 3) WS = Whole raw
soybean, 100 g / kg of total dry matter; 4) Chitosan + whole raw soybean (CHWS).
Sorghum silage was used as roughage in the proportion of 75% of the diet. The addition
of whole raw soybean increased the intake of ether extract (P<0.01) and the apparent
digestibility of ether extract (P = 0.04). There was no difference (P>0.05) for ruminal
pH values between diets. The inclusion of chitosan and whole soybean grain promoted
an increase in the molar concentrations of acetate (P = 0.02) and propionate (P = 0.01)
in the rumen. The inclusion of chitosan and the association between CH and WS in the
diets did not change (P>0.05) the concentrations of blood metabolites. Animals fed diet
containing chitosan had no effect on digestion rate, turnover rate and passage rate of the
dry matter, neutral detergent fiber, and potentially digestible neutral detergent fiber
(pdNDF) when compared to animals fed diet containing whole soybean grain (P>0.05).
Ruminal digestibility of DM (P=0.01) of the control diet was lower when compared to
diets with chitosan supplementation (CH and WS + CH). The observed results suggest
that the association of chitosan with whole soybean grain has potential effects as a
modulator of ruminal fermentation; therefore, chitosan can be applied as an alternative

to ionophors in Murrah buffalo diets.

Keywords: acetate, antimicrobial, ionophore, propionate, reticular flow, rumen pH



1. INTRODUCAO

A quitosana (QT), considerada um biopolimero ndo tdxico e biodegradavel, tem
aplicacdo em varias areas, como medicina e preservacao de alimentos, principalmente
por causa de suas propriedades antimicrobianas (KONG et al., 2010). Conforme
descrito por Goiri et al. (20093, b), o uso de QT despertou o interesse dos nutricionistas
porque mostrou atividade semelhante a dos ion6foros como modulador ruminal. Esta
afirmacéo corrobora com estudos realizados por Gandra et al. (2016), que enfatizaram a
importancia do uso da quitosana por sua atividade antimicrobiana para melhorar o
desempenho de novilhas, pois promove fermentacdo ruminal em uma via mais favoravel
energeticamente.

Embora o mecanismo de ac¢do da QT ainda ndo tenha sido totalmente elucidado,
Helander et al. (2001) e Kong et al. (2010) mencionaram que a teoria mais aceita para a
acdo antimicrobiana da QT € que esta modifica a permeabilidade celular devido as
interacbes entre a quitosana policatibnica e as cargas eletronegativas na célula
bacteriana.Estudos recentes avaliaram o efeito da quitosana sobre o0 consumo,
digestibilidade e parametros de fermentacdo ruminal em ruminantes (Aradjo et al.,
2015; Gandra et al., 2016; Mingoti et al., 2016; Vedramini et al., 2016; Paiva et al.,
2016). Em bovinos de corte, foi observado por Araudjo et al. (2015) que o uso da
quitosana promoveu aumento nas concentraces de propionato e nas digestibilidades da
matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN). Dias et al.
(2017) avaliaram doses de quitosana nas concentracdes de 0, 400, 800, 1200 ou 1600
mg / kg de MS no concentrado, e observaram que houve alteragdo nos consumos de
MS, PB e FDN de novilhos, com maiores valores obtidos em doses intermediarias de
QT. Embora tenham sido conduzidos estudos avaliando a utilizacdo da quitosana na
dieta de outras espécies de ruminantes, ndo existem trabalhos na literatura cientifica
sobre o efeito desse aditivo na dieta de bafalos (PRADO et al., 2010; ZEOULA et al.,
2014).

Outra estratégia utilizada com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo
fermentativo é a utilizacdo de uma fonte de gordura protegida. Devido ao alto valor de
proteina e energia, o grdo de soja integral (GSI) é comumente usado em dietas de
ruminantes, sendo considerada uma fonte adequada de nutrientes (PALMQUIST et al.,

1991; NRC, 2001). Além disso, o uso de GSI na alimentagdo animal se da em virtude de



ser uma fonte de gordura de liberacdo lenta no rimen. Fato que pode inibir possiveis
reducbes da digestibilidade da fibra devido ao efeito negativo que as gorduras
insaturadas prontamente disponiveis no ramen podem ter sobre bactérias fibroliticas.
Isso ocorre em oleaginosas porque a maioria dos lipidios esta presente no gérmen e,
portanto, hd uma necessidade de degradacdo da parede celular para que a hidrolise
comece.

De acordo com Goiri et al. (2010), a QT pode afetar o crescimento de bactérias
gram positivas e/ou reduzir a biohidrogenagdo. Assim, a sua associa¢cdo com uma fonte
de &cidos graxos, como o grdo de soja integral é satisfatdria para a reducdo do processo
de biohidrogenagdo de acidos graxos (MINGOTI et al., 2016), como um efeito adicional
para o possivel aumento da eficiéncia de fermentacao.

Objetivou-se avaliar os efeitos da associacdo de QT com GSI em dietas de
bufalos sobre consumo, digestibilidade aparente dos nutrientes, fermentacdo ruminal,
metabolitos sanguineos, dindmica ruminal, fluxo reticular de nutrientes e o
comportamento ingestivo dos animais. Sob a hip6tese de que o uso da QT associada ao
GSI aumenta as concentragdes de propionato ruminal sem interferir negativamente no

consumo ou digestibilidade da matéria seca e componentes nutricionais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Quitosana como antimicrobiano na alimentacao de ruminantes

Diversos produtos e tecnologias foram desenvolvidos nos dltimos anos para
otimizar o desempenho dos ruminantes e, consequentemente, a producdo pecudria de
modo a proporcionar méaxima rentabilidade (VENDRAMINI et al., 2016). Um desses
mecanismos é a manipulacdo dos padrbes de fermentacdo ruminal através do uso de
aditivos, com atividade antimicrobiana (DEL VALLE et al., 2017). Conforme os
autores, estes aditivos atuam promovendo alteragcbes na composicdo da microbiota
ruminal e, dessa forma, aumentando a digestibilidade da fibra resultando incremento da
sintese de produtos provenientes do processo digestivo dos alimentos, tornando a
fermentacdo mais eficiente e com menos gasto de energia (GUGLIELMELLI et al.,
2010; SEGABINAZZI, 2008).

A Unido Européia (UE), em 1999, proibiu a utilizacdo de antibidticos como
promotores de crescimento e em 2006, o uso de ionoforos. Diante disso, tem-se buscado
a substituicdo de antibidticos por substancias alternativas que tenham mecanismo de
acdo similar aos ionoforos, que possam melhorar a funcdo ruminal e teoricamente
manipular o ecossistema microbiano (DIAS, 2016). Como aditivos alternativos
pesquisados nos Ultimos anos destacam-se as leveduras (DESNOYERS et al., 2009;
ROBINSON e ERASMUS, 2009), os 6leos essenciais (BENCHAAR et al., 2008) e a
quitosana (GOIRI et al., 2009a, b).

A quitosana demonstrou atividade similar a aditivos como os iondforos como
modulador ruminal, (GOIRI et al., 2009a,b). De acordo com Aranaz et al. (2009) e
Goiri et al. (2009a), a quitosana € um polissacarideo natural (polimero N-acetil-D-
glicosamina; Figura 1) que se destaca por possuir propriedades como a ndo toxicidade,
além da alta biodegradabilidade e propriedades antimicrobianas naturais. Derivada do
processo de desacetilacdo da quitina (GOIRI et al., 2009a,b,c), que por sua vez, é
caracterizada como biopolimero mais abundante da natureza ap6s a celulose, sendo o
polissacarideo encontrado como componente principal do exoesqueleto de alguns
invertebrados (insetos, crustaceos e moluscos) e de paredes celulares de alguns fungos e
algas (SENEL et al., 2004).



Vale ressaltar que o grau de desacetilacdo da quitosana pode influenciar
diretamente na sua atividade bactericida (KONG et al., 2008) sendo um parametro
fundamental a ser observado, uma vez que determina a quantidade de grupos amino
presentes no biopolimero (KUMAR, 2000). No entanto, existe dificuldade na obtencao
da quitosana com elevado grau de desacetilacdo, isso por que, a medida que o grau
aumenta a probabilidade de degradacéo desta aumenta de forma similar (LE DUNG et
al., 1994). O grau de desacetilacdo vai definir ndo apenas as propriedades fisico
quimicas, mas favorecer a diferenciacdo entre a quitina e a quitosana que é feita pela
porcentagem de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GICNAc) e 2-amino-
2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) (KEAN e THANOU, 2010).

Comumente, o processo de desacetilacdo da quitosana ndo é completo e quase a
totalidade dos produtos vendidos comercialmente é composta por unidades repetidas de
quitosana e quitina alternadamente. Conforme mencionado por Roberts (1992), a
quitina ¢ formada por unidades GlcNAc unidas por ligacdes glicosidicas B(1—4), no
entanto, a quitosana é composta primariamente por unidades GIcN (Figura 1) unidas de
igual forma por ligacGes glicosidicas. A quitosana apresenta solubilidade em &cidos
organicos e minerais diluidos, contudo pode precipitarem pH superior a 6.0, realizando
assim troca de ions (DAMIAN, et al., 2005).

Avaliando a quitosana com seis graus de desacetizagdo diferentes em ensaios “in
vitro”, Goiri et al. (2009¢) observaram que o grau de desacetilacdo >95, diminuiu a
relacdo CH4:AGV, demonstrando modificacdo na fermentacdo ruminal pelo aumento da

relacdo acetato: propionato.

Figura 1 — Estrutura quimica da quitosana

Fonte: Adaptada de Shahidi et al. (1999)

O mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana da quitosana ainda ndo é

muito bem elucidado. A hipOtese mais aceita € a mudanca na permeabilidade da



membrana celular devido as interacbes entre a quitosana policatidnica e as cargas
eletronegativas na superficie da célula bacteriana, superficie lipopolissacariedea (LPS)
das bactérias gram negativas e fracdo peptideoglicana das bactérias gram-positivas
(HELANDER et al., 2001 e KONG et al., 2010).

No entanto, as bactérias gram-positivas, as quais ndo possuem a membrana
celular externa sd@o mais susceptiveis (KUMAR et al., 2005), pois similarmente ao
ionéforo, que pode, penetrar facilmente a membrana celular, em comparagdo as
bactérias gram-negativas que possuem membrana celular externa constituida de porinas
com tamanho de 600 Daltons. Dessa forma, pode-se inferir que a quitosana atua de
forma similar aos ionoforos, alterando o transporte de ions na membrana celular das
bactérias (RUSSELL e HOULIHAN, 2003). De forma geral, os ion6foros apresentam
tamanho superior a 600 Dalton, ndo ultrapassando as porinas (NAGAJARA et al.,
1997).

Os microrganismos ruminais quase em sua totalidade, mantém alta concentracao
de potassio intracelularmente, eliminando so6dio e outros prétons para o exterior
(HAROLD, 1986). Dessa forma, a concentracdo de s6dio no rumen é maior que a
concentracdo de potassio em 2 a 10 vezes (DURAND e KAWASHIMA, 1980). Sendo
assim, a partir da adicdo de iondforos, ocorre o influxo de sddio e outros ions de carga
positiva na célula bacteriana, fazendo com que para evitar o influxo de agua e o
rompimento a bactéria entre em ciclo fatil para manter seu potencial de membrana
(RUSSELL e HOULIHAN, 2003).

Devido as suas propriedades antimicrobianas, contra bactérias e fungos, que
foram descritas inicialmente por Allan e Hardwiger (1979), a quitosana é comumente
usada na medicina e preservacao de alimentos (SENEL e MCCLURE, 2004; KONG et
al., 2010).

Além dos efeitos acima descritos, a quitosana atua na diminuicdo da
metanogénese no ramen devido & mudancga no padrdo de fermentacdo para a producao
de propionato (GOIRI et al., 2009b; GANDRA et al., 2011). Belanche et al. (2016)
relataram reducéo de 42% da metanogénese no rimen, que foi atribuida pelos autores
devido a uma reducdo da estrutura na comunidade bacteriana e em virtude da
substituicdo de microrganismos fibroliticos (Firmicutes e Fibrobacteres) por bactérias
amiloliticas (Bacteroidetes e Proteobacteria) que levam a maior atividade de amilase,

lactato e proteina microbiana sem efeito prejudicial sobre a digestibilidade do alimento.



A utilizacdo da quitosana na dieta de ruminantes foi proposta por Goiri et al.
(2009a) com o objetivo de modular a fermentacéo e digestdo ruminal, com respostas
eficazes na metabolismo ruminal. Além disso, ao longo dos ultimos anos outras
pesquisas demonstraram potenciais beneficios da quitosana na fermentacdo ruminal e
metanogénese (Tabela 1).

A inclusdo de quitosana alterou os pardmetros de fermentacdo promovendo
aumento ndo somente das concentragdes de propionato (GOIRI et al., 20094, b, c; LI et
al., 2013; PAIVA et al., 2016; DIAS et al., 2017); como também nas concentracdes de
glicose (ARAUJO et al., 2015), na digestibilidade de matéria seca (GANDRA et al.,
2016), proteina bruta e fibra em detergente neutro (ARAUJO et al., 2015; MINGOTI et
al., 2016; VEDRAMINI et al., 2016). Por outro lado, a quitosana promoveu inibicdo da
biohidrogenacdo in vitro (GOIRI et al., 2010) e demostrou efeito na metanogénese com
diminuigéo da producdo de metano (BELANCHE et al., 2016).

Logo, segundo descrito por Goiri et al. (2009a,b, 2010), a quitosana promoveu
alteracdo na fermentacdo ruminal para padrGes mais energeticamente eficientes, sendo
considerada uma alternativa aos antimicrobianos ionéforos. No entanto, mais estudos

sd0 necessarios para avaliar o efeito da inclusdo de quitosana na fermentacdo ruminal.



Tabela 1. Compilacao de trabalhos nacionais e internacionais, entre os anos de 2012 a 2017, avaliando o uso da quitosana em grandes ruminantes.

Autor Categoria Dieta Quitosana (dose) Resultado
animal Relacao
volumoso:concentrado
1 Almeidaetal. 16 vacas Silagem de milho 0, 50, 100, 150 Metabdlitos sanguineos: Auséncia de efeito: glicose,
(2012) Holandesas (mg/kg de PC) proteinas totais, colesterol, HDL. Aumento das concentracbes
multiparas Relacdo V:C = 50:50 de ureia e de nitrogénio ureico no soro.
em lactacéo
2 Mingoti etal. 16 vacas Silagem de milho 0, 50, 100, 150 Consumo: Auséncia de efeito da quitosana no consumo de
(2012) Holandesas  Grédo de milho moido (mg/kg de PC) matéria seca (kg/dia e %PC)
Farelo de soja
Gréo de soja integral
Relagdo V:C = 50:50
3 Henryetal. 24 novilhas  Glaten de milho 0, 0,5 ou 1,0% Digestibilidade: Cr203: Efeito de interacdo da dieta x
(2015a) Casca de soja (base na MS) quitosana para as digestibilidades da MS, MO, FDN e de
Casca de amendoim FDA. TiO2: interagdo de dieta x quitosana para FDN e FDA.
Quitosana FDNIi: a digestibilidade da MS e a da MO foram aumentadas
em 21 e 19%, respectivamente, quando a quitosana foi
AC = 1585 (alto incluida nas dietas com baixo nivel de carboidrato.
concentrado)
BC = 64:36 (baixo
concentrado)
4 Henryetal.  8novilhos  Feno de Tifton-85 80g/dia . ) N
(2015h) Fermentacgdo: Houve interacdo tratamento x tempo de coleta

para acetato, propionato e relagdo acetato:propionato, esta




relacdo foi reduzida para a quitosana.

5 Aratjoetal. 8 Novilhos Silagem de milho 0, 50, 100, 150 Consumo: Né&o houve efeito para 0 CMS
(2015) Nelore Gréo de milho moido (mg/kg de PC) Digestibilidade: Houve aumento nas digestibilidade da MS,
Farelo de soja PB e FDN.
Gréo de soja (39,9%) Fermentacéo: pH ruminal ndo foi influenciado, N- amoniacal
foi afetado de forma quadratica, bem como, Propionato e
RelacdoV:C = 60:40 butirato, contudo, o acetado foi influenciado linearmente. A
relacdo acetato:propionato foi aumentada com a adigdo de
quitosana.
Metabolitos sanguineos: Glicose foi maior com a adicdo de
quitosana. Ureia e proteinas totais ndo foram afetadas.
6 Gandraetal. 12 novilhas Silagem de milho 2,0 g kg-1de MS Consumo: Reducéo do consumo de MS e FDN
(2016) Jersey Grao de milho moido Digestibilidade: ~ Quitosana  promoveu aumento da
Farelo de soja digestibilidade total da MS
Grdo de soja integral Metabolitos sanguineos: Glicose e triglicerideos ndo foram
(16.3%) influenciados pela quitosana. Houve efeito de interacdo para
concentragdo de HDL, que aumentou tanto com a incluséo de
Relacdo V:C =50.4:49.6 quitosana como de grdo de soja. Além disso, a quitosana
diminuiu o valor de colesterol HDL e LDL.
7 Mingoti etal. Vacas Silagem de milho 0, 50, 100 e1l50 Consumo: ndo houve efeito da quitosana no CMS (kg/dia e
(2016) Holandesas  Grdo de milho moido (mg/kg de PC) % de PC).
Farelo de soja Digestibilidade: A adicdo da quitosana aumentou linearmente
Gréo de soja integral a digestibilidade total aparente da PB e, quadraticamente as
digestibilidades da MS, MO e FDN.
Relagdo V:C =50:50
8 Vedramini 24  Vacas Silagem de milho 150 mg/kg de PC ~ Consumo: Os tratamentos ndo influenciaram o consumo de




etal. (2016) multiparas  Gréo de milho moido
Farelo de soja
Gréo de soja integral

Relacéo V:C =50:50

nutrientes

Digestibilidade: Dietas com quitosana apresentaram maior
digestibilidade de MS do que dietas com 0leos essenciais.
Dietas com monensina ou quitosana apresentaram maior
digestibilidade de PB do que dietas com adicdo de 6leo
essencial.

Metabolitos sanguineos: as concentragfes séricas dos
metabdlitos ndo foram influenciados pelos tratamentos.

9

Paivaetal. 8 vacas Silagem de milho
(2016) Holandesas  Gréao de milho moido
Farelo de soja

Relagdo V:C = 63.08:

0, 75,150 e 225

mg/kg de PC

Consumo: A quitosana ndo influenciou o consumo de matéria
seca (kg/dia e % de PC).

Digestibilidade:  quitosana  promoveu aumento da
digestibilidade de PB cujos maiores valores foram verificados
nos maiores niveis de adicdo de quitosana.

Fermentacdo: aumento da concentracdo de propionato e
reducdo das concentragbes de butirato e relacdo
acetato:propionato devido ao uso da quitosana. A quitosana
néo influenciou a concentracdo de acetato, pH e N amoniacal.
Metabdlitos sanguineos: glicose e ureia foram similares
entre os tratamentos.

10

36.92
Dias et al. 5 Novilhos  Brachiaria brizantha
(2017) Gréo de milho moido

Farelo de soja

Piquetes de 0.3 hectares
150g/100 kg de PC

0, 400, 800, 1200
e 1600 mg/kg de

MS
concentrado

do

Consumo: efeito quadratico da quitosana nos consumos de
forragem e FDN (maiores valores nas doses intermediarias).
Digestibilidade: aumento linear das digestibilidades
aparentes totais de MS e PB.

Fermentacdo: auséncia de efeito no pH ruminal; efeito
quadratico no N-NH3; aumento linear da concentracao de
propionato.Efeito quadratico para a relacéo acetato:propionato
com 0s niveis de quitosana.

PC = peso corporal, N-NH3 =nitrogénio amoniacal
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Tabela 2. Principais achados cientificos de trabalhos nacionais e internacionais, entre os anos de 2009 a 2016, do efeito da inclusdo in

vitro de quitosana avaliado em ambientes com diferentes relagdes volumoso:concentrado e substratos.

Autor Dietas / Tratamentos Dose Resultado
1 Goiri et al. (2009a) Monensina (controle 750 mg/L: 6 tipos de QT5 e QT6 diminuiram a concentracdo total de AGVs.
positivo) quitosana (QT1, QT2, QT3 e QT6 diminuiram a propor¢do molar de acetato e aumentaram a
Quitosana (controle QT3, QT4, QT5, e proporcdo molar de propionato aumentando assim a relacéo
negativo) QT6): grau de acetato:propionato.
desacetilacdo 75, 85, Houve diminuicdo da producdo de metano, com a exce¢do da QT2.
85, 85, 75-90 e > 95) e
Silagem de milho viscosidade (200, 2000,
500, 200, 20-200, <500)
2 Goiri et al. (2009b) Feno de alfafa Sistema Rusitec Tratamentos com alta e baixa dose diminuiram producdo total de gas e
2 pocos: 1380 mg de producdo de metano. Apenas o tratamento com alta dose de quitosana
Relacdo V:C = (50:50) quitosana (alta dose) diminuiu a concentracdo de NH3 no liquido ruminal
2 pocos: 690 mg de Propionato aumentou através dos tratamentos alta e baixas doses de
quitosana (baixa dose)  quitosana e monensina.
2 pocos: 16 mg de Ambos os tratamentos com quitosana aumentaram a relacdo propionato-
monensina (baixa dose) acetato (C3:C2).
2 pogos: sem aditivos
(controle)
3 Goiri et al. (2009c) Feno de alfafa 0, 325, 750 e 1500 Dieta com alta relacdo V:C: ndo houve efeito entre os aditivos exceto

Gréo de trigo moido
Gréo de milho
Farelo de soja
Casca de soja

mg/L de cultura 3 tipos
de quitosana (75; 85 e
>95 grau de
desacetilacao)

para a concentragdo molar de propionato, em que a QT1 resultou em
menor propor¢do, em comparagdo as QTs 2 e 3.

As doses crescentes de quitosana ndo afetaram a producdo de metano
em comparagdo com o tratamento controle.
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Farinha de milho

Trigo DDG (Gréo seco de
destilaria)

Melaco de beterraba

Relacédo V:C 80:20; 50:50;
20:80

Dieta com baixa relacdo V:C: as doses crescentes ndo reduziram as
proporcdes molares de AGV total, acetato, butirato e AGV de cadeia
ramificada e producdo de metano, e aumento da proporcdo molar de
propionato, bem como as relagdes de C3: C2 e AGV total em
comparagao com ao controle.

4 Goiri et al. (2010)  Farinha de colza 750 mg/dia A quitosana promoveu inibicdo da biohidrogenagdo in vitro,

Farinha de girassol aumentando as proporcBes de C18: 1 t11 e CLA total e diminuindo a
proporcdo de AG saturado, independentemente da fonte de AG.

Relacdo V:C = 10:90

5 Lietal. (2013) Feno de alfafa 0, 333, 667 e 1000 mg Apobs 24 horas de incubacdo a quitosana diminuiu aproducdo de metano

Gréo de milho Lt e relacdo acetato:propionato e aumentou o pH ruminal. A quitosana

Soja aumentou a propor¢do molar de propionato no fluido ruimnal nas dietas

Relacdo V:C = 80:20; com relacdo 80:20 e 50:50.

50:50 e 20:80 No tratamento com 20:80, a quitosana aumentou a concentracao de N-
amoniacal e proporcdo molar de butirato e diminuiu a proporcdo molar
de acetato.

6 Henry et al. (2015) Alto concentrado (15:85) 0,0,50u 1,0% (base na O pH do liquido aumentou quando a quitosana foi incluida em

grao de milho moido
gluten de milho

casca de soja

casca de amendoim

farelo de soja

feno de capim bermuda
(Tifton-85)

MS)

substratos de alto grao.

Em avaliacdo in vitro a producdo de CH4 néo foi afetada pela quitosana
em substrato alto grdo; no entanto, quando incubado com o substrato
baixo gréo, a producdo de CH4 aumentou & medida que a incluséo de
quitosana aumentou.
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Baixo concentrado (64:36)

7

Belanche et al.
(2016)

Quitosana
Extrato da fruta
contendo saponinas

Relacdo V:C =50:50

ivi

Ambos diminuiram a metanogénese no ramen (-42% e -40%,
respectivamente)
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2.1 Suplementacdo lipidica em ruminantes

A suplementacdo com gordura tem sido utilizada como estratégia quando se
deseja aumentar a densidade energética e reduzir o incremento calérico das dietas de
ruminantes. Contudo, o0 aumento da concentracdo de acidos graxos insaturados na dieta,
assim como os intermediarios do processo de biohidrogenacdo tem grande potencial de
influenciar a fermentacdo ruminal (JENKINS, 1993).

Diversos mecanismos sugerem como os lipidios podem interferir na fermentacéo
ruminal. As principais teorias descritas sdo: a teoria do "revestimento" lipidico e a teoria
dos efeitos antimicrobianos diretos (NAGARAJA et al., 1997), onde os lipidios
modificam a populacdo ruminal responsavel pela digestdo com celulose (DEVENDRA
e LEWIS, 1974), podendo causar reducdo na digestibilidade de fontes ndo-lipidicas de
energia (JENKINS, 1993). Ainda de acordo com 0 mesmo autor, mesmo que a gordura
ndo interfira na adesdo das bactérias as particulas de alimentos, ela ainda pode alterar na
adesdo das celulases bacterianas a celulose.

A amplitude do efeito sobre a fermentagdo ruminal vai depender,
primordialmente, da taxa de liberacdo de &cidos graxos insaturados dos alimentos, onde
a lenta liberacdo destes diminui sua exposi¢cdo aos microrganismos (NRC, 2001). Dessa
forma, os acidos graxos fornecidos na forma de grdos inteiros de oleaginosas exercem
menores efeitos sobre a fermenta¢do ruminal quando comparados as grdaos moidos
(WELD e ARMENTANO, 2017) ou 6leos vegetais (CHILLIARD et al., 2009).

De acordo com Jenkins et al. (2008), os lipideos podem ser extensivamente
alterados no rumen, resultando em diferencas marcantes entre o perfil de acidos graxos
da dieta (insaturados) e o perfil dos lipideos que deixam o rumen (saturados). Dessa
forma, ainda conforme os autores, o metabolismo de &cidos graxos no rimen acaba
exercendo uma grande influéncia na composicao final dos produtos dos animais.

Inicialmente os estudos avaliando o metabolismo dos lipidios ruminais
priorizavam principalmente o destino dos &cidos graxos a medida que estes passam pelo
rimen e sdo expostos a populagdo microbiana. Estes estudos identificaram duas
importantes transformages microbianas no rimen durante o processo de digestdo:
lipdlise e biohidrogenacdo de &cidos graxos insaturados (JENKINS, 1993). A lipdlise
provoca a liberacdo de acidos graxos livres a partir de lipidios esterificados seguido da

biohidrogenacdo, que atua promovendo redu¢do no numero de ligacdes duplas.
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O processo de biohidrogenacdo, segundo Palmquist e Mattos (2011), é
considerado um mecanismo de autodefesa dos microrganismos ruminais e ocorre
devido a toxicidade que os &cidos graxos insaturados podem apresentar a diversas
populacdes microbianas. Neste processo os acidos graxos insaturados (C18:2 e C18:3)
sdo convertidos em &acidos graxos saturados, diminuindo assim a toxicidade a populagédo
microbiana no rumen.

Com o objetivo de atingir o maximo consumo de gordura sem comprometer o
metabolismo microbiano ruminal é recomendada a inclusdo de gordura inerte na dieta
(PALMQUIST, 1988).

2.3 Gordura protegida

Segundo ressaltado por Jenkins (1993) existem algumas propriedades dos
lipideos que determinam seus efeitos antimicrobianos no ambiente ruminal, sendo
possivel citar o grau de insaturacdo, formacdo de sais de carboxilato, bem como a
associacao fisica do lipideo com a superficie da particula do alimento e microrganismos.
Consequentemente, como ressaltado pelo autor a fermentacdo ruminal pode ser
modificada devido a suplementacédo de fontes de acidos graxos, e a forma com que estes
componentes atuam no ambiente ruminal estd relacionada a sua estrutura. Além desse
fator, outros aspectos importantes devem ser analisados para que seja realizada a
suplementacédo de gordura em dietas de ruminantes.

Conforme descrito por Ashes et al. (1997) o tipo de lipideo e composicdo de
acidos graxos, grau de protecdo, além da digestibilidade, transporte dos acidos graxos
absorvidos e o efeito no metabolismo da glandula mamaria sdo pontos a serem
analisados de modo que sejam minimizadas modificacdes tanto na fermentacao ruminal,
como também no consumo e digestibilidade dos nutrientes.

Smith (1991) descreveu que o termo gordura inerte ou protegida € atribuido ao
fato da diminuicdo do efeito negativo que certos lipideos tem sobre o metabolismo de
protozoarios e bactérias ruminais. Desse modo, o grau de protecdo de lipideos deve ser
suficiente de modo que haja uma reducdo dos possiveis impactos sobre a atividade no
ramen. Além de proporcionar o aumentar da densidade calérica sem comprometer a

porcéo fibrosa e aumento o consumo energetico pelos animais.
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2.4 Uso do gréo de soja na dieta de ruminantes

O gréo de soja cru é uma fonte de energia e proteina (NRC, 2001) apresentando
aproximadamente 19% de gordura, 39% de proteina bruta e 90,5% NDT (STERN e
ILLG, 1991), que vem sendo utilizado na composic¢do de dietas objetivando-se maior
densidade energética. Além de ser fonte de gordura protegida e possuir fibra de alta
digestibilidade, o grdo de soja ainda pode ser utilizado na forma original (crua) ou
processada na alimentacéo dos ruminantes (CORREA, 2007).

Lipidios, na forma de éleo ou gordura, como destacado por Reddy et al. (1994)
tém sido utilizados para aumentar a densidade energética das dietas, pois a gordura tem
2,25 vezes mais contetdo energético que os carboidratos. Sendo assim, corroborando o
que foi mencionado e de acordo com o National Research Council (NRC, 2007),
possuem maior valor energético do que qualquer outro nutriente, além de representarem
a fonte de reserva energética mais importante para os animais.

Segundo Silva (2005), o grdo de soja integral pode ser considerado uma fonte de
gordura naturalmente protegida, haja vista que a maioria dos lipideos encontram-se
protegidos pela matriz proteica. Portanto, € fundamental que ocorra a degradagdo da
parede celular para que seja possivel acdo das lipases microbianas sobre o contetido
celular. Essa caracteristica permite que ocorra liberacdo lenta dos acidos graxos durante
a fermentacdo ruminal, possibilitando, portanto, a biohidrogenacdo quase em sua
totalidade a medida que o gréo seja triturado devido a mastigacdo ou ruminacdo pelos
animais. No momento em que ha escape deste processo mecanico de trituracdo, pouca
acao exercerd sobre a microbiota ruminal, descartando-se possivel reducdo na
digestibilidade da fibra conforme ressaltado por Freitas Jr. (2012).

Certas fontes de &cidos graxos, com destaque aquelas que apresentam protecao
natural a exemplo de sementes de oleaginosas inteiras ou parcialmente quebradas,
apresentam efeito inerte sobre a populacdo microbiana (ALLEN, 2000; PALMQUIST e
MATTOS, 2011). Em virtude disso, esses alimentos ndo proporcionam toxicidade da
gordura sobre os processos de degradac¢ao ruminal de nutrientes, especialmente da fibra.

Entre as caracteristicas nutritivas da soja integral importantes na nutricdo de
ruminantes destaca-se a grande quantidade de proteina degradavel no ramen (PDR), que

pode ser convertida em proteina ndo degradada no ridmen (PNDR) por meio de
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tratamento térmico, e 0 seu elevado conteudo de energia devido ao teor de extrato
etéreo. As sementes de oleaginosas se caracterizam por apresentar alto contetudo de
acidos graxos poli-insaturados, havendo predominio do &acido linoléico (C18:2) nas
fontes mais comuns, assim como no caso do grdo de soja em que sdo verificadas as
maiores concentragdes deste (DHIMAN et al., 2005).

Ainda com relagéo ao efeito do grdo de soja sobre a digestibilidade, Schauff
(1992), em experimento com grdo de soja integral e sebo bovino (2,5 e 4,0%),
observaram que as digestibilidades de matéria seca, matéria organica, celulose,
conteddo celular e proteina bruta foram reduzidas quando houve adi¢do de gordura na
dieta. Apesar disso, as digestibilidades de FDA, FDN e hemicelulose ndo foram
afetadas.

Derez et al. (1996) avaliando a utilizacdo de 0, 20 e 40% de grdo de soja cru no
concentrado de vacas leiteiras de alta producdo ndo observaram efeito do GS nos
consumos de matéria seca total e fibra em detergente neutro. Todavia, ressaltaram que
houve diminuicdo no consumo de proteina bruta e aumento no consumo de extrato
etéreo pelos animais.

Com o objetivo de avaliar o consumo de nutrientes e o coeficiente de
digestibilidade em vacas lactantes alimentadas com grdo de soja moido, Pereira et al.
(1998) estudaram dois tratamentos, 0 e 30% de grdo de soja moido no concentrado, e
silagem de milho oferecida a vontade. De forma oposta ao estudo anteriormente
mencionado, 0s autores observaram reducdo no consumo para o tratamento com 30% de
grdo de soja moido no concentrado, porém ndo houve diferenca para digestibilidade
aparente dos nutrientes. Desse modo, é possivel verificar que os resultados a respeito do
uso de grao de soja integral na dieta de ruminantes ainda sdo contraditérios.

No entanto, como destacado por Nornberg et al. (2006) para obtencdo de
resultados produtivos satisfatorios com a suplementacdo lipidica, é importante que o
consumo de matéria seca (CMS) nédo seja diminuido. Caso contrario, dependendo do
nivel de reducdo, os efeitos da maior densidade energética proporcionada pela fonte
lipidica poderdo ser anulados, como verificado por Vargas et al. (2002), que estudaram
o efeito de dois niveis de lipidios (3 e 7%) na dieta de vacas em lactagdo e, dentro do
nivel de 7% avaliaram duas fontes de lipidios (grdo de soja moido e 6leo de soja que
foram adicionados nos niveis de 23,5% e 4,6% de EE, respectivamente) na dieta de

vacas produzindo 20 L de leite/dia. Os autores constataram que as fontes lipidicas
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reduziram em 20% o CMS dos animais, ocorrendo também aumento do pH pela fonte
de lipidio, especialmente grdo de soja, e tendéncia (P<0,10) a reducéo na producao de
amonia e isovalerato. O aumento do pH foi provavelmente devido a queda no consumo
de matéria seca e em decorréncia da menor fermentacdo ruminal, que proporciona
menor acimulo de acidos graxos volateis, principal fator de reducéo do pH.

O uso de diferentes inclusdes de grdo de soja cru integral na dieta de bovinos de
corte foi avaliado em estudos conduzidos por Consolo (2011) e Venturelli (2011), nos
niveis de 0, 8, 16 e 24% de grdo de soja e 0, 9, 18 e 27% na racdo, na matéria seca,
respectivamente. Em ambos os trabalhos objetivou-se verificar o efeito das dietas sobre
o0 consumo e digestibilidade da matéria seca e nutrientes e fermentagéo ruminal.

Consdlo (2011) observou que houve reducdo no consumo de matéria seca para
0s animais alimentados com racao contendo grao de soja em 24% no concentrado. Além
disso, foi observado efeito no consumo de EE e PB e na digestibilidade aparente total
do EE e carboidratos totais com a adi¢do do grdo de soja. Com relagdo a fermentagéo
ruminal, houve queda no pH ruminal e a concentragédo de nitrogénio amoniacal ruminal
foi maior para os animais que receberam a dieta controle em relacédo as dietas com gréo
de soja, havendo também maior concentracdo de acidos graxos volateis para o grupo
controle.

Similarmente, Venturelli (2011) relatou reducdo no consumo de matéria seca e
carboidratos ndo fibrosos nas vacas suplementadas com 27% de grdo de soja em relacdo
as demais racGes, que nao diferiram entre si. Foi observado aumento no consumo de
extrato etéreo, onde os animais submetidos a dieta com 27% do grdo apresentaram
maiores valores. A digestibilidade aparente total dos nutrientes entre as racOes
experimentais diferiu, sendo que as dietas com 18 e 27% apresentaram diminui¢cdo da
digestibilidade dos carboidratos totais, em relacdo as dietas controle e com 9% do grao.
N&o houve efeito das racdes utilizadas nos valores de pH ruminal. A concentracdo de
nitrogénio amoniacal ruminal foi maior para as vacas que receberam a dieta controle em
relacdo as dietas com gréo de soja.

Barletta et al. (2012) estudaram os efeitos dos niveis de inclusdo de 0, 8, 16 e
24% de inclusdo de gréo de soja cru e integral na alimentacdo de vacas leiteiras em
inicio de lactacdo e verificaram reducdo no consumo e digestibilidade de matéria seca, e
nas concentragdes de colesterol total e colesterol HDL e aumento nas concentracfes de

AST, Contudo, ndo foi observada diferenca entre as racOes experimentais para as
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concentracdes no soro de glicose, ureia, nitrogénio ureico, proteinas totais, albumina.
Diante dos resultados obtidos, constatou-se que a incluséo de niveis crescentes de grdo
de soja cru e integral influenciou o consumo dos animais e as concentragdes dos
metabolitos sanguineos de vacas leiteiras em lactacéo.

De forma similar, Calomeni et al. (2012) avaliaram 0s mesmos niveis de gréo de
soja utilizados no estudo anteriormente mencionado sobre o consumo e digestibilidade
dos nutrientes em vacas leiteiras. Apesar de ter ocorrido aumento no consumo de extrato
etéreo, observou-se decréscimo nos consumos de MS, e dos CNF e CHOT e no
coeficiente de digestibilidade aparente total da PB. Por outro lado, os consumos de MO,
PB, FDN e NDT, assim como nas digestibilidades aparente total da MS, MO, EE, CNF,
CT, FDN e nos valores de NDT foram semelhantes entre as ragdes experimentais.

Os efeitos de diferentes formas de utilizacdo de gréo de soja integral e moido em
diferentes peneiras foram avaliados em estudo conduzido por Naves et al. (2013) em
vacas leiteiras no terco médio de lactacdo. Foi verificado que as dietas analisadas
promoveram redugdo no consumo de matéria seca em relagdo & ragdo controle.
Contudo, ndo houve efeito das dietas sobre as concentracdes dos parametros
sanguineos, glicose, ureia, nitrogénio ureico no soro (NUS), proteina total, albumina
exceto para colesterol total e colesterol-HDL. Diante disso, os autores concluiram que o
processamento do grdo de soja cru ndo alterou o desempenho produtivo e o perfil
plasmatico

A utilizacdo de fontes de gordura (controle; éleo de soja refinado e 16% de
inclusdo de grdo de soja in natura no concentrado); e sais de célcio de &cidos graxos
insaturados (SCAG) em ragdes para vacas em lactacdo sobre o desempenho produtivo
foi avaliada por Freitas Jr. et al. (2013). Estes observaram que houve decréscimo nos
consumos de MS e nutrientes e aumento no consumo de EE. Além disso, foi constatado
maior consumo de FDN quando comparado com os SCAG. Com relagdo as
digestibilidades do EE e CNF, o grdo de soja possibilitou o aumento e reducéo,
respectivamente destes nutrientes.

O uso de duas fontes nitrogenadas, farelo de algodao e grao de soja cru e o efeito
de dois teores proteicos na dieta sobre o consumo e digestibilidade aparente total de
vacas leiteiras foi avaliado por Migliano et al. (2016). Estes observaram efeito de
interacdo entre a fonte nitrogenada e o teor de PB sobre o consumo de MS. Dessa

forma, vacas alimentadas com gréo de soja cru e integral tiveram maior CMS quando o
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teor de PB da dieta foi de 130 g PB/kg MS, enquanto que as vacas alimentadas com
farelo de algod&o apresentaram maior CMS quando o teor de PB da dieta foi de 148 g
PB/kg MS. Com relacdo aos resultados de digestibilidade, foi observado que a
digestibilidade da FDN foi maior em animais alimentados com grdo de soja cru e
integral no momento em que foi utilizado como principal fonte nitrogenada da dieta.
Por outro lado, a digestibilidade da PB n&o foi alterada pelas fontes nitrogenadas.
Gandra et al. (2016) determinaram os efeitos da quitosana e gréo de soja integral
sobre 0 consumo e digestibilidade de nutrientes e metabdlitos sanguineos de novilhas
leiteiras. Diante dos resultados concluiu-se que tanto a quitosana quanto o grédo de soja
integral n&o alteraram o consumo de nutrientes e a digestéo total embora, ambos tenham

promovido o aumento do colesterol HDL no sangue de novilhas.

2.5 Associagdo da quitosana com gordura protegida

Estudos tem buscado gerar informaces relevantes a respeito do mecanismo de
acao da quitosana ou associacao desta a ingredientes classificados como concentrados
energéticos, tais como farelo ou gréo de soja e 6leo vegetal em dietas no metabolismo e
dindmica ruminal ( WENCELOVA et al., 2014).

A biohidrogenacéo é responsavel pela diminuicdo do fluxo intestinal de acidos
graxos poli-insaturados para o duodeno. Segundo Harfoot e Hazlewood (1997) as
bactérias lipoliticas e outras bactérias que sdo responsaveis pela biohidrogenacdo dos
acidos graxos insaturados sdo gram-positivas. Além disso, esse processo atinge parte
consideravel dos &cidos graxos poli-insaturados, e pode ser influenciada por varios
fatores, tais como o nivel de lipideos da dieta, pH ruminal e a utilizacdo de aditivos,
como os iondforos, que podem inibir a atividade e o crescimento das bactérias (DOREU
e CHILLIARD, 1997).

Dessa forma, aditivos que atuam sobre as gram-positivas, como a quitosana,
podem inibir este processo, elevando a concentracdo desses acidos graxos no rimen e o
aporte de isdbmeros do &cido linoléico que chegam ao duodeno. Logo, a manipulacéo da
fermentacdo ruminal surge como alternativa para que se promova um aumento na
proporcao de acidos graxos poli-insaturados que chegam ao duodeno.

A Dbiohidrogenacdo do acido linoléico em uma cultura de microrganismos

ruminais mostrou-se inibida através da utilizagdo de iono6foros, com acumulo de trans-
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18:1 e CLA (Fellner et al., 1997). A inibicdo da biohidrogenacéo (5%) por ionoforos e
baixo pH também foi encontrada por Van Nevel e Demeyer (1996a, c), porém foi
menos pronunciada do que a inibigdo da lipolise (20%).

A inibicdo da lipolise e/ou da biohidrogenacdo pode explicar o aumento do grau
de insaturacdo nos lipidios do rumen e duodeno (Kobayashi et al., 1992) e / ou na
gordura corporal em animais alimentados com dietas concentradas ou tratados com
aditivos ionoforos, por exemplo. Dessa forma, pode-se inferir que a inclusdo da
quitosana como alternativa aos ionoforos convencionais promove similarmente aos
ionoforos, a diminuicdo do processo de biohidrogenacdo pela selecdo bacteriana e

aumente consequentemente o aporte de acidos graxos insaturados no duodeno.

2.6 Estimativa de fluxo reticular

O conhecimento dos mecanismos sucessivos da digestdo dos nutrientes, nos
diferentes compartimentos do sistema digestivo dos ruminantes, podem trazer respostas
ao desempenho e producgéo animal. Estes animais tem seu estdmago dividido em quatro
compartimentos: ramen, reticulo, omaso e abomaso, 0s quais podem ser avaliados
através da utilizacdo de animais fistulados.

Segundo Dias (2009), as fistulas permitem a coleta de digesta e sdo usadas para
a infusdo de nutrientes ou indicadores para 0 monitoramento dos aspectos quimicos
(hidrdlise e sintese) e fisicos (fluxo) da digestdo através do acesso ao interior do trato
digestivo. De modo que, para a quantificacdo dos nutrientes que estao disponiveis para a
absorcdo no intestino delgado, e assim determinacdo do fluxo, é de fundamental
importancia entender o que acontece com 0s nutrientes antes de chegar ao sitio de
absorcdo (FACIOLA, 2014). Sendo assim, a medicdo do fluxo ruminal de matéria seca,
por exemplo, permite estimar as taxas de passagem e de digestdo dos nutrientes das
dietas. Ainda segundo o mesmo autor, o desafio quando se avalia animais ruminantes, é
a presenca da populagdo microbiana no rimen-reticulo que pode alterar grandemente as
caracteristicas do alimento e; portanto, os nutrientes disponiveis para a absor¢do séo
dessa forma, diferentes de nutrientes da dieta.

Ao longo dos anos, varias técnicas tém sido realizadas com o objetivo de
determinar o fluxo dos nutrientes nos compartimentos. Para a estimagdo do fluxo

ruminal, por exemplo, a maioria dos estudos utiliza a coleta da digesta duodenal ou
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abomasal (CRAWFORD et al., 2008). No entanto, as fistulas duodenais e abomasais
podem apresentar complicacdes e diminuir o tempo em que o animal permanece no
experimento, devido a isso esses animais precisam de cuidados especiais (HARMON e
RICHARDS, 1997).

Com o objetivo de aumentar a permanéncia dos animais em experimentos, e
permitir maior conforto ao mesmo, muitos pesquisadores buscam reduzir o niumero de
fistulas em um mesmo animal (DIAS, 2009). Além disso, para evitar cirurgias invasivas
no duodeno e/ou abomaso, a obtencdo de amostras para determinacdo de fluxo de
nutrientes, em compartimentos alternativos, como o reticulo e omaso, vem se tornando
cada vez mais frequente e apresentam o beneficio de serem menos invasivas, atraves de
uma Unica fistula localizada no ramen (HUHTANEN et al., 1997).

A utilizacdo de uma unica fistula no rimen apresenta diversas vantagens, como
menor probabilidade de complicacdo pos-cirurgica, recuperacdo mais rapida do animal
e facilidade de manutencdo e cuidados dos mesmos. Dessa forma , isso contribui para a
permanéncia por mais tempo dos animais em experimentos do que os fistulados
adicionalmente no abomaso ou duodeno, pois animais fistulados nesses compartimentos
podem apresentar rejeicdo das canulas, prejudicando por consequéncia o desempenho
(HUHTANEN et al., 1997).

O reticulo é o 6rgao responsavel por impulsionar a digesta pelo orificio reticulo-
omasal e regular o fluxo dos nutrientes para o trato digestorio posterior (SISSONS et
al., 1978; SUTHERLAND, 1988). De acordo com Dardillat e Baumont (1992) e Hristov
(2007) a composicao da digesta reticular é consistente e as particulas encontradas no
reticulo sdo propensas a deixar o rimen (MCBRIDE et al., 1984). Dessa forma, a
digesta coletada no reticulo poderia ser utilizada para estimar o fluxo ruminal,
utilizando-se a fistula ruminal.

A digesta reticular é composta por pequenas particulas que sdo transferidas para
0 omaso (DARDILLAT e BAUMONT, 1992) e grandes particulas, que podem ficar
retidas devido a mecanismos de seletividade no momento da passagem da digesta.

A coleta no reticulo pode ser alternativa viavel quando comparada com coleta
omasal/duodenal. Assim, foi proposto por Huhtanen et al. (1997) e Ahvenjarvi et al.
(2000) a técnica da utilizagdo de uma mangueira via fistula ruminal e aspiracdo do

conteuddo reticular com auxilio de bomba de vacuo.
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O estudo da substituicdo dessas coletas também foi avaliado por Hristov (2007)
e Krizsan et al. (2010) para estimar o fluxo ruminal e os coeficientes de digestibilidade
ruminal. A técnica proposta por Krizsan et al. (2010), para coleta e amostragem reticular
consiste em introduzir através da fistula no rimen, um recipiente fechado até o reticulo,
abrir para coleta da amostra, e fecha-lo novamente para que ndo haja contaminacédo com
o0 conteddo ruminal.

A coleta reticular tem como vantagem em comparacdo a coleta omasal que pode
ser realizada com bomba de vacuo ou ndo. A realizacdo dessa técnica, contudo, ainda
apresenta limitacoes, pois a amostragem pode nao ser representativa (FACIOLA, 2014),
devido a ligagdo ampla com o rimen e cuidados para ndo contaminagdo com o contetdo
ruminal, além da necessidade de maiores estudos neste compartimento.

Apesar das limitacdes acima descritas, Hristov (2007) em seu experimento com
vacas Holandesas relatou que a técnica reticular de amostragem pode fornecer
estimativas confiaveis para degradabilidade ruminal da MS e dos seus constituintes.

Krizsan et al. (2010) avaliando as coletas reticular e omasal em vacas multiparas
observaram que o fluxo de nutrientes e proteina microbiana do ambiente ruminal pode
ser medido da amostragem reticular combinado com um sistema de triplo marcador.
Nos ensaios de digestdo, e como auxilio a estimativa do fluxo de digesta, nos diferentes
compartimentos torna-se necessaria também a utilizacdo de indicadores, pois através
destes € possivel conhecer, por exemplo, a digestibilidade total, ruminal ou intestinal de
diferentes dietas (RIBEIRO, 2013).

Além disso, tal como acontece com a técnica de amostragem no canal omasal, a
amostragem do reticulo também pode evitar a interferéncia de degradacdo abomasal de
nitrogénio microbiano e secrecdes enddgenas deste componente. A técnica reticular de
amostragem fornece uma alternativa promissora a amostragem do canal omasal porque
ha menos interferéncia no animal, e ndo é necessario equipamento elaborado
(KRIZSAN et al., 2010).

No entanto, Mariz et al. (2013) em trabalho avaliando o fluxo reticular e omasal
de nutrientes por meio de marcador duplo, Co-EDTA e FDNIi, e coletas omasal e
reticular em bovinos mesticos relataram que devido a facilidade de colheita, estudos
adicionais devem ser realizados com a digesta reticular porque inUmeros nutrientes na

digesta ruminal s&o semelhantes aos nutrientes da digesta omasal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacéo, animais, manejo experimental e dietas

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia, localizada em Sdo Gongalo
dos Campos - BA, Brasil.

Todos os protocolos para a pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (aprovacdo n° 43/2013),
Universidade Federal da Bahia, Brasil (Anexo 1).

Foram utilizados quatro bufalos Murrah (Bubalus bubalis), machos, castrados,
com aproximadamente 24 meses de idade, com peso corporal inicial médio de 351 + 15
kg, fistulados com cénulas de silicone (Kehl ®) de 4 polegadas. Os bufalos foram
distribuidos em um delineamento em quadrado latino 4 x 4, sendo avaliadas as
seguintes dietas experimentais: 1) CO = Controle (composto por uma dieta basal a base
de farelo de soja, milho moido, mistura mineral e ureia); 2) QT = Quitosana, inclusao de
150 mg / kg de peso corporal; 3) GSI = Gréo de soja cru e integral, 100 g/ kg da matéria
seca total; 4) GSI+QT = Quitosana + Grao de soja cru e integral.

Os animais foram alocados em baias individuais de 14 m2, com cochos e
fornecimento de agua ad libitum. A fim de proporcionar maior conforto e bem-estar, 0s
animais foram liberados em um curral de descanso pela manhd, uma hora antes da
alimentacdo, em todo o periodo experimental. Além disso, estes foram submetidos
diariamente a banhos de aspersdo para o conforto térmico e bem-estar.

O periodo experimental foi constituido de quatro periodos de 23 dias sendo 12
dias destinados a adaptacdo dos animais as dietas e ao manejo e 11 dias consecutivos
para a coleta de dados.

As dietas foram formuladas mantendo-se relacdo volumoso:concentrado de
75:25, sendo utilizado como volumoso a silagem de sorgo e o concentrado foi
constituido de grdo de milho moido, farelo de soja e grdo de soja cru e integral (Tabelas
1 e 2). Os bufalos foram alimentados duas vezes por dia (08 e as 15h) com duas dietas
experimentais isonitrogenadas (Tabela 3) formuladas para animais com
aproximadamente 380 kg de peso corporal, de acordo com as recomendacdes do
Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) (PAUL e LAL, 2010).
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A quitosana foi adicionada através da canula ruminal em proporc¢do de 150 mg /
kg de peso corporal, duas vezes ao dia, antes da alimentacdo. Sendo que 0s animais
foram pesados antes de cada periodo de coleta para ajuste da dose de quitosana a ser
fornecida. A quitosana utilizada apresentou uma taxa de desacetilacdo de 86,3%, com 0s
seguintes atributos técnicos: 0,33 mg / mL densidade aparente; pH 7,9 e viscosidade

<200 cPs (Polymar Inddstria, Comércio Importacdo e Exportacdo Ltd., Fortaleza, CE).

Tabela 1. Composicdo quimico-bromatoldgica dos ingredientes utilizados nas dietas

experimentais

Silagemde  Farelode  Milho Gréode

Item (g/kg MS) s0rgo soja Moido s0ja Quitosana
Matéria Seca 307,3 949,2 932,1 952,6 883,0
Matéria Organica 946,8 923,8 982,9 940,3 960,9
Matéria Mineral 53,2 76,2 17,1 59,7 39,1
Proteina Bruta 82,0 433,5 89,4 351,1 438,0
NIDN! 368,2 54,9 97,0 169,2 46,0
NIDA? 143,9 23,7 28,1 69,3 -
Extrato Etéreo 36,4 20,8 41,1 175,3 59
FDN?3 642,6 143,3 152,2 240,4 959
FDNcp* 585,9 134,6 119,9 1542 -
CNP° 185,8 326,2 700,2 173,5 -
FDA® 4472 74,3 26,2 126,4 11,3
FDNi’ 183,9 17,2 28,9 16,5 -
Lignina 97,7 5,2 6,4 18,8 3,9
NDT® 555,0 804,8 857,3 905,3 -

Ynitrogénio insoldvel em detergente neutro (% do NT):2nitrogénio insolivel em
detergente 4cido (% do NT); 3fibra em detergente neutro; “fibra em detergente neutro
livre de cincas e proteina; °carboidratos nio fibrosos (Hall, 2000); ®fibra em detergente
4cido; fibra em detergente neutro indigestivel (Detmann et al., 2012); 8nutrientes
digestiveis totais estimados segundo as equacdes do NRC (2001).

3.2 Amostragem e analises laboratoriais

As amostras dos ingredientes das dietas foram colhidas no inicio de cada
periodo experimental. J& as amostras de sobras foram colhidas diariamente durante o
periodo de coleta de dados, totalizando quatro amostras compostas por periodo. As
amostras compostas foram obtidas ao final de cada periodo através da realizacdo de um
pool de amostras diarias por cada animal e periodo. Estas foram armazenadas e

congeladas a -20°C para posteriores analises.
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As analises quimico-bromatologicas de ingredientes, sobras foram realizadas no
Laboratorio de Forragem e Pastagem da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), localizado em Itapetinga - BA, Brasil. As amostras foram entdo descongeladas
e submetidas a secagem em estufa de ventilacdo forcada a 55 ° C por 72 h, sendo

posteriormente moidas em moinho de faca providos de peneiras de 1 mm.

Tabela 2. Porcentagem de inclusdo dos ingredientes e quimico-bromatolégica
do concentrado

Dietas experimentais

Ingrediente (g/kg MS)

Controle Gréo de soja
Milho moido 539,2 392,0
Farelo de soja 240,8 -
Gréo de soja - 400,0
Ureia 36,0 24,0
Sal comum 24,0 24,0
Mineral* 160,0 160,0
Composicdo quimica (g/kg MS)
Matéria seca 951,5 954,4
Matéria organica 752,4 761,4
Proteina bruta 255,0 2429
Extrato etéreo 27,1 86,2
Fibra em detergente neutro 116,6 155,8
Carboidratos ndo-fibrosos 456,0 343,9
FDA 32,0 60,8
FDNi 19,7 17,9
Lignina 4.7 10,0
Nutrientes digestiveis totais 578,8 502,3

Ycomposicdo mineral por Kg do produto: 128g de célcio, 44g de fosforo, 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, 3,7g de zinco, 1,49
de ferro e 440mg de fluor.

A andlise quimico-bromatoldgica dos ingredientes das dietas (Tabela 1) foi
realizada para determinacdo da matéria seca (MS - Metodo: 950.05; AOAC, 2000),
matéria mineral (MM - Método: 942.05; AOAC, 2000); proteina bruta (PB - método
984.13; AOAC, 2000) utilizando-se o fator de conversdo [N x 6,25]; extrato etéreo (EE
- Método: 920.39; AOAC, 2000). Para determinacédo do teor de matéria organica (MO),
foi utilizada a equacdo MO (g/kg)=100 — MM (g/kg) descrita por Zaklouta et al. (2011).
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Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA) foram determinados pela metodologia descrita por Van Soest et al. (1991). Para
a analise da lignina, o residuo de fibra foi tratado em detergente &cido com 4cido
sulfurico a 72% (Silva & Queiroz, 2002). Os carboidratos ndo-fibrosos (CNF) foram
estimados pela formula proposta por Hall (2000): CNF=100-[(%PB-%PB
ureia+%ureia)+%EE+%MM+%FDN]. Os nutrientes digestiveis totais dos ingredientes
foram estimados segundo NRC (2001), onde NDT=PBd+FDNd+(EEd*2,25)+CNFd.

Tabela 3. Porcentagem de inclusdo dos ingredientes e quimico-bromatologica das dietas

experimentais

Dietas experimentais

Ingredientes (g/kg MS)

Controle Gréo de soja
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
Composicdo quimica (g/kg MS)

Matéria seca 464,4 469,1
Matéria organica 898,2 900,4
Proteina bruta 125,2 122,2
Extrato etéreo 34,1 48,8
Fibra em detergente neutro 543,3 549,9
Carboidratos ndo-fibrosos 2534 225,3
Nutrientes digestiveis totais 641,2 649,0

Ycomposicdo 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, 3,7g de zinco, 1,49 de
ferro e 440mg de fluor.

O conteudo de fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) foi quantificado
pelo método INCT CA-F 009/1 descrito por Detmann et al. (2012). As amostras de
ingredientes, sobras e fezes foram secas a 55°C em estufa de ventilagéo forcada por 72
horas, sendo moidos em utilizando-se peneira de 2 mm (moinho Wiley, AH Thomas,
Filadélfia, NY, EUA) e em seguida, colocados em sacos filtrantes F57 Ankom de 4 x 5

cm (20 mg MS / cm?) previamente pesados. Essas amostras foram entdo incubadas por
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288 horas no rumen de dois budfalos previamente adaptados a uma dieta similar a

fornecida aos animais no periodo experimental.

3.3. Consumo e digestibilidade de nutrientes

A quantidade de alimento oferecida aos animais foi ajustada diariamente de
acordo com o consumo de matéria seca do dia anterior, permitindo-se sobras de 5 a 10%
da quantidade total fornecida, para evitar limitacbes de consumo. O consumo de
alimentos foi registrado diariamente sendo calculado como a diferenca entre o alimento
oferecido e as sobras. Amostras das dietas e sobras de cada animal também foram
coletadas.

Foi adotada técnica de coleta total de fezes durante um periodo de 24 horas no
18° dia de cada periodo experimental, sendo obtidas quatro amostras por animal ao final
do experimento. As fezes de cada animal foram coletadas apds a defecacdo espontanea e
armazenadas em um recipiente de plastico. No final de cada periodo de coleta de 24
horas, determinou-se o peso total do conteldo fecal homogeneizado do recipiente.
Foram coletadas amostras de aproximadamente 10% das fezes de cada animal, que
foram armazenadas em sacos plasticos e imediatamente congeladas para posteriores
andlises laboratoriais. Previamente a moagem, as amostras foram descongeladas e secas
em estufa de ventilacdo for¢ada a 65°C por 72 h, sendo entdo processadas em moinho
Willey providas de peneira de 1 mm,

As amostras de fezes foram analisadas para a determinacdo dos contetdos de
MS, MO, PB, EE, carboidratos totais (CT), FDN, CNF e NDT de acordo com as
metodologias utilizadas para as amostras de ingredientes. As digestibilidades dos
nutrientes foram estimadas com base no consumo de nutrientes (kg / dia) e na sua

excrecdo nas fezes (kg / dia).

3.4. Anédlise de fermentacgédo ruminal

As amostras de liquido ruminal foram coletadas no 13° dia de cada periodo
experimental, combinando nove aliquotas colhidas a partir de nove pontos diferentes no
ramen (dorsal, médio e ventral), totalizando sete tempos. As coletas ocorreram antes da

alimentacdo pela manha (0 h), e 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h depois. Apds a coleta, o liquido
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ruminal foi filtrado com auxilio de uma malha de 1 mm com o objetivo de avaliar o pH,
a concentracao de N-amoniacal e os acidos graxos volateis (AGV).

Os valores de pH do ramen foram determinados pela leitura imediata usando um
medidor de pH digital. Vinte mililitros (20 mL) de liquido ruminal foram coletados,
armazenados em recipientes plasticos e imediatamente congelados a -20°C para
posteriores analises. A avaliagdo das concentracbes de AGV foi realizada apds
descongelamento prévio das amostras, estas foram centrifugadas a 1300 x g durante 20
min. Apds a centrifugacao foi colocado 1 mL do sobrenadante em um tubo de ensaio
sendo adicionados 1 mL de acido metafosforico a 25%. O tubo foi entéo identificado e
armazenado em freezer a -20°C para as determinacgdes de acetato, propionato e butirato
utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
utilizando-se um comprimento de ondas de 210 nm de acordo com a metodologia
descrita por Mathew et al. (1997).

Para analise de nitrogénio amoniacal as amostras foram descongeladas sendo
adicionados 0,5 mL de solucdo de tungsato de sodio a 10% a 1,5 mL de amostra, as
quais foram imediatamente centrifugadas (1800 x g, 15 min). Posteriormente, foram
pipetados 50 uL do sobrenadante e adicionado 1 mL do reagente tampdo do Kkit
comercial (K047 ©, Bioclin, Belo Horizonte, MG). Os tubos foram ent&o arrolhados,
depois agitados e colocados em banho-maria (37°C por 5 minutos). Em seguida, a
solucdo oxidante foi adicionada para que fosse verificada alteracdo da coloracdo das
amostras. Ap6s as amostras terem atingido a temperatura ambiente foi procedida a
leitura com auxilio de espectrofotdémetro (ESPECTROFOTOMETRO MONO FEIXE
SP-22, Curitiba, BIOSPECTRO, Brasil®) utilizando-se absorbancia com comprimento
de onda de 600 nm.

3.5. Metabdlitos sanguineos

As amostras de sangue foram coletadas no 16° dia de cada periodo experimental
por pungdo da veia jugular, & 08:00 h, antes do fornecimento das dietas, para a
determinacdo dos metabolitos sanguineos. Imediatamente apds a coleta, os tubos foram
centrifugados a 1800 x g durante 15 min para a separacdo do soro. O soro obtido foi
entdo transferido para tubos Eppendorf® estéreis identificados e armazenados a -20°C

para posterior analises laboratoriais.
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As concentracOes sericas de glicose, triglicerideos e colesterol foram procedidas
através de meétodos enzimaticos usando Kits comerciais (Glicose enzimatica liquida,
Colesterol enzimético liquido e Triglicérides enzimatico liquido, Doles Reagentes Ltd.,
Goiania, GO, Brasil) e a leitura foi realizada em espetrofotdmetro com comprimento de
onda de 510 nm. As proteinas plasmaticas totais foram avaliadas utilizando kit
comercial (Proteinas totais, Doles Reagentes Ltd., Goiania, GO, Brasil) e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro com comprimentos de onda de 550 nm e a ureia foi
medida pelo método cinético usando kit comercial (Urea UV) e a leitura foi realizada
em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 340 nm. O contedo de globulina
foi calculado através da diferenca entre o contedo de proteina total e a albumina, sendo
as quantidades expressas em g / dL. Todas as leituras foram realizadas com auxilio do
espectrofotbmetro semi-automatico (SBA 200®, CELM, Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil).

3.6. Dinamica ruminal

Para determinacdo da dinamica ruminal todo o contetdo do ramen foi retirado
manualmente através de canula ruminal 4 horas e meia apés a alimentacdo no 20° dia, e
2 horas antes da alimentacdo no 21° de cada periodo experimental (HARVATINE e
ALLEN, 2006). O contetdo ruminal total foi quantificado quanto ao peso e o volume
em tambores graduados. Durante a retirada do contetdo ruminal, aliquotas de 10% da
digesta foram separadas para permitir amostragem acurada da composi¢do ruminal.

As aliquotas foram filtradas em peneira de nailon (1,0 mm de porosidade) para
separacdo do contetdo sélido do liquido (para determinacdo do tamanho médio de
particula). As fraces de amostras do contetdo ruminal nas fases sélida e liquida foram
pré-secas e corrigidas para matéria seca original, e acondicionadas em freezer a -20°C,
até a realizacdo das andlises da matéria seca, matéria organica, matéria mineral e fibra
em detergente neutro (HAVERTINE e ALLEN, 2006). A taxa de renovagdo ruminal,
taxa de passagem pelo rumen, e a taxa de digestdo ruminal de cada nutriente foram
calculadas de acordo com Oba e Allen (2003);

Taxa de renovacao do rumen (%/h) =
(consumo do nutriente/h / tamanho do compartimento (massa ruminal do nutriente)) /24
x 100
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A taxa de passagem do ramen (% / h) =

(fluxo do nutriente no compartimento/ pool do nutriente no rimen) / 24 x 100

A taxa de digestdo no ramen (%/ h) =

taxa de turnover no ramen (% / h) - A taxa de passagem do rumen (% / h)

3.7.Fluxo reticular de nutrientes

No 14°, 15° e 16° dia de cada periodo experimental, foram coletadas amostras
das digestas ruminal e reticular a cada 9 horas, com o objetivo de 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 rimen
a partir da canula (cranial dorsal, cranial médio e cranial ventral; medial dorsal, medial
médio e medial ventral; caudal dorsal, caudal médio e caudal ventral), para representar
o contetdo ruminal. Apo6s as coletas, as amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e congeladas a -20°C para posteriores analises.

Para a amostragem da digesta reticular, foi inserida uma mangueira acoplada a
bomba de véacuo, via canula ruminal, passando do rimen 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.

Apbs 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 e por periodo contabilizando 16 amostras compostas
representativas (4 digestas/animais x 4 periodos); 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 de cada
fase foram pesadas (kg), secas em estufa de ventilagdo forcada a 65°C, sendo
posteriormente processadas em moinhos providos de peneiras de crivo de 2 e 1 mm e,

entdo, acondicionadas para posteriores analises de matéria seca (MS), matéria organica
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(MO), matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente
neutro indigestivel (FDNi), conforme metodologias da AOAC (2000) descrita para as
andlises dos ingredientes das racGes. A fibra em detergente neutro potencialmente
digestivel (FDNpd) foi obtida pela formula: FDNpd (g/kg) = .FDN (g/kg) — FDNi
(g/kg). Foi adotado o sistema de unico indicador sendo a fibra em detergente neutro
indigestivel (FDNi) usada como indicador para a fase solida para o calculo do fluxo
reticular (ROTTA et al., 2014). Este foi calculado como descrito por Barletta et al.
(2016) e Bettero et al. (2017):

Fluxo reticular da MS (g/d) = consumo de FDNi (g/d)

concentracdo reticular de FDNi (g/g)

3.8.Comportamento ingestivo

Para a avaliacdo do comportamento ingestivo, os bufalos foram submetidos a
periodos de observagdo visual no 23° dia de coleta, as 08 horas logo apés o inicio do
fornecimento das dietas e persistiram durante 24 horas consecutivas, para cada animal.

No registro do tempo despedido em alimentacdo, ruminacéo e ocio, foi adotada a
observacdo continua e individualizada dos animais em intervalos entre observacfes de
cinco minutos. Foram contabilizados o nimero de periodos em alimentacdo, ruminacao
e 6cio pelo numero de sequéncias de atividades observadas na planilha de anotagoes.
Foi calculada a duracdo média diaria desses periodos de atividades dividindo-se a
duracdo total de cada atividade (alimentacdo, ruminacdo e 6cio em min/dia) pelo seus
respectivos nimeros de periodos registrados.

Durante a observacdo noturna dos animais, o ambiente foi mantido com
iluminacdo artificial por dois dias para adaptacdo dos mesmos a luminosidade.

Foram realizadas trés observacdes em cada animal, em trés periodos diferentes
do dia (manhd, tarde e noite). Nestes periodos foram contabilizados os numeros de
mastigacGes mericicas por bolo ruminal e contabilizado o tempo despendido em cada
bolo com o auxilio de crondmetros digitais.

As eficiéncias de alimentacdo (EAL) e ruminacdo da MS e FDN e o tempo de
mastigacdo total (TMT min/dia) foram calculados conforme a metodologia descrita por
Burger et al. (2000). As eficiéncias de alimentagdo e ruminagdo foram obtidas

utilizando-se as seguintes equacoes:
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EALMS = CMS/TI
EALFDN = CFDN/TI

Em que EALMS = eficiéncia de alimentacdo de MS (g MS ingerida/h); CMS (g)
= consumo diario de matéria seca; CFDN (g) = consumo diario da FDN; Tl = tempo
gasto em ingestdo diariamente.

ERUMS = CMS/TRU
ERUFDN = CFDN/TRU

Em que ERUMS = eficiéncia de ruminagcdo da MS (g MS ruminada/h);
ERUFDN = eficiéncia de ruminacdo da FDN (g FDN ruminada/h), TRU = tempo gasto
em ruminacao diariamente (h).

Tempo de mastigacéo total:
TMT =TI+ TRU

Em que TMT = tempo de mastigacdo total (min/dia); Tl = tempo gasto em
ingestdo diariamente; TRU = tempo gasto em ruminacao diariamente (h).

Na estimativa das variaveis comportamentais de alimentagdo e ruminacéo,
eficiéncia alimentar, eficiéncia em ruminacdo e consumo médio de MS e FDN por
periodo de alimentacédo foi considerado o consumo voluntéario de MS e FDN do 23° dia,

sendo as sobras do dia correspondente computada.

3.9 Analises estatisticas
Os dados foram analisados utilizando o procedimento PROC MIXED (SAS Inst.
Inc., Cary, NC) com delineamento em quadrado latino 4 x 4 e arranjo fatorial 2 x 2, de
acordo com o modelo abaixo:
Yijk = u + Bi + Pj + Dk + €ijk
Em que, Yijk = variaveis observadas do i-ésimo animal, j-ésimo periodo e k-
ésima dieta; © = média geral do experimento para a variavel; Bi = efeito do i- esimo

bufalo, variando de 1 a 4; Pj = efeito do j-esimo periodo, variando de 1 a 4; Dk = efeito
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da k-ésima dieta, variando de 1 a 4; e ejjk = erro aleatorio devido ao animal, periodo e
dieta.

Os dados de fermentacdo ruminal (0, 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 h ap6s a alimentacéo),
pH, N-NHz e AGV foram avaliados estatisticamente como medidas repetidas no tempo
utilizando-se o procedimento MIXED do SAS (9.1, 2004), de acordo com o modelo
abaixo:

Yik=u+Bi+Pj+Dx+ T+ (T xD)K + €iju,

Em que Yijk = observacdo do animal i, no periodo j, submetida a dieta k e tempo
I; u= efeito geral de média; Bi = efeito fixo do bufalo i (i = 1-4); Pj = efeito fixo do
periodo j (j = 1-4); Dk = efeito fixo da dieta k (k = 1-4); Tl = efeito fixo do tempo | (I =
0,2,4,6,8,10 e 12 h apds a alimentacdo); (T x D) Ik = efeito fixo da interacdo entre
dieta k e tempo [; e ejju= erro aleatorio de animal, periodo e dieta.

A metodologia Akaike foi utilizada para determinar a matriz de covariancia. Os
graus de liberdade foram definidos de acordo com o método de Kenward e Roger
(1997). As respostas a inclusdo de quitosana e o grdo de soja integral foram testadas e

declaradas significativas em P<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consumo e digestibilidade aparente

Né&o foi verificado efeito das dietas (P>0,05) sobre os consumos de MS, MO,
PB, CT, FDNi e FDN potencialmente digestivel. Houve aumento no consumo de EE (P
<0,01) e diminui¢do do consumo de CNF (P = 0,03) para os animais alimentados com
dieta com gréo de soja integral (GSI) (Tabela 4).

Esse comportamento pode ser atribuido ao aumento das concentracGes de EE nas
dietas contendo grao de soja integral (Tabela 2), conforme relatado por Gandra et al.
(2016). Além disso, a inclusdo de lipidios na dieta reduziu a quantidade de carboidratos
ndo fibrosos, explicando assim a reducdo do consumo desta fracdo para os bufalos
alimentados com as dietas contendo GSI. O aumento do consumo de EE com a
utilizacdo do gréo de soja cru e integral foi observado por Aradujo et al. (2015), Mingoti
et al. (2016) e Paiva et al. (2016).

Tabela 4. Efeitos das dietas experimentais sobre 0 consumo de nutrientes

Dietas experimentais® Valor de P
Item EPM? *
CO QT GSI GSI+QT QT GSI QT*GSI
Consumo kg/dia
Matéria seca 8,97 9,21 8,59 8,95 0,26 0,61 0,58 0,91
Matéria organica 8,04 8,28 7,73 8,06 0,23 0,58 0,60 0,93
Proteina bruta 1,14 1,15 1,04 1,07 0,03 0,76 0,26 0,88
Extrato etéreo 0,31 032 042 042 0,02 090 <001 0,83

Carboidratos totais 6,58 6,81 6,27 6,56 0,18 0,52 0,50 0,94
Fibraem detergente 4,52 4,72 453 4,74 0,13 0,47 0,96 0,98
neutro

FDN,% PV 1,16 1,24 1,19 1,22 0,03 050 0,96 0,74
FDNi 124 131 121 1,27 0,03 044 0,65 0,97
FDNpd 3,27 3,41 331 3,47 0,09 047 081 0,97

Carboidratos ndo 232 2,33 1,85 1,93 0,10 0,80 0,03 0,86
fibrosos

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI1+QT). 2 erro padrdo da média.

A associacgdo entre a quitosana e o grao de soja (GSI+QT) nédo apresentou efeito,
resultado semelhante foi observado com a dieta contendo apenas QT, demonstrando que
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a quitosana tambem néo altera o consumo de MS e de nutrientes quando associada a
uma fonte de gordura.

Né&o foi verificado efeito das dietas ou da interacdo entre GSI e QT (P>0,05)
sobre a digestibilidade da MS e nutrientes. No entanto, houve aumento (P = 0,04) na
digestibilidade do EE nas dietas contendo GSI (Tabela 5). Araujo et al. (2015) relataram
um aumento linear na digestibilidade de MS, FDN e PB com doses de quitosana de até
150 mg / kg PC, em novilhos Nelore. No presente estudo, ndo foi observado diferengas
na digestibilidade da MS usando a QT na dose de 150 mg / kg de PC, e resultado
semelhante foi observado por Paiva et al. (2016) utilizando doses de quitosana de 150 e
225 mg / kg de PC em vacas leiteiras. O aumento da digestibilidade do EE era esperado
devido ao maior teor de EE presente na dieta contendo grédo de soja em comparacgédo
com o farelo de soja (Tabela 3).

De acordo com o NRC (2001), a concentracdo de lipidios na dieta pode exercer
efeito na digestibilidade do EE, pois, a adi¢do de lipideos na dieta promove aumento na
digestibilidade aparente de compostos solUveis em éter, ja que 0 aumento de extrato
etéreo na dieta torna a perda enddgena de compostos lipidicos menos significativa em
relacdo ao extrato etéreo ingerido (PALMQUIST, 1991).

Tabela 5. Efeitos das dietas experimentais sobre a digestibilidade aparente total da

matéria seca e dos nutrientes

Dietas experimentais* Valor de P

Item EPM?

CO QT GSI GSI+QT QT GSI QT*GS
Digestibilidade g/kg de MS
Matéria Seca 748 708 731 717 1,69 048 091 0,72
Materia organica 752 718 738 725 1,73 0,54 0,92 0,78
Proteina bruta 772 719 770 736 1,62 0,23 0,83 0,79
Extrato etéreo 874 838 893 892 0,93 0,27 0,04 0,29
Carboidratos totais 742 712 722 712 1,85 0,63 0,81 0,80
Fibraem detergente neutro 654 595 634 611 2,40 0,45 0,97 0,74
Carboidratos néo fibrosos 830 837 814 829 1,81 0,79 0,77 0,92
Nutrientes digestiveis totais 786 739 762 756 1,85 0,52 0,93 0,63

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja

(GSI+QT).%Erro padrio da média; *Valor de probabilidade significativa ao nivel de 5%.
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Belanche et al. (2016) demonstraram um impacto negativo da quitosana sobre a
digestibilidade da FDN na dieta de ovelhas alimentadas com quitosana na dose de 136
mg / kg de PC. De acordo com o0s autores esse comportamento é decorrente da acéo da
quitosana que promove decréscimo no numero de bactérias celuloliticas do rdmen,
como Fibrobacter, Butyrivibrio e Ruminococcus e também bactérias hemiceluloliticas
como Eubacterium. Além disso, a quitosana pode exercer um efeito adverso nos
protozoéarios do ramen (WENCELOVA et al., 2014).

4.2 Fermentagdo Ruminal

N&o houve diferenca nos valores de pH do ramen entre dietas (P>0,05). Os
tempos de coleta ap6s a alimentacdo também ndo tiveram efeito nesta variavel ou nas
concentragcdes de acidos graxos volateis (Tabela 6). Inicialmente, a fermentacdo pode
ser alterada devido ao fornecimento de substrato no rumen, o que aumenta a

concentracdo de hidrogénio e, consequentemente, causa diminui¢do nos valores de pH.

Tabela 6. Efeito das dietas experimentais sobre os parametros de fermentacdo ruminal

Dietas experimentais’ 5 Valor de P3

ltem EPM o

Cco QT GSI  GSI+QT Tempo Inter* QT  GSI Gsl
pH 6,58 6,60 6,58 6,47 0,45 0,75 099 056 041 045
NHs(mg/ 12,84 12,33 1156 14,55 1,23 <001 099 0,16 0,60 0,05
dL)
AGV Total 36,9 455 430 45,4 0,77 0,22 0,38 <0,01 0,03 0,03
(mM)
AGV
(mM)

Acetato 26,21 28,32 30,62 29,38 906 030 089 002 001 023

Propionato 707 784 803 728 267 050 059 <001 001 0,01
BUlralo 369 409 391 385 08l 029 049 018 014 079
Mol/100 mol

Acetato 69,14 6994 70,57 71,35 6,56 063 089 0,73 014 0,96
Propionato 19,17 18,87 18,88 17,80 4,05 058 030 0,12 0,65 0,04

Butirato 11,69 11,18 1054 10,85 640 0,70 053 051 0,07 0,18

C2:C3 382 397 388 4,11 0,93 0,59 063 0,16 095 0,06

Controle (CO); quitosana (QT); gréo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja (GSI+QT).? erro

padrdo da média; *Valor de probabilidade obtidos para os efeitos de tratamento (Trat ;= efeito
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de quitosana ou grao de soja) ; efeito de horas apos alimentacdo (tempo) e ; interacdo tratamento

e horas ap6s alimentacéo (* Inter).

N&o se observou efeito da interacdo entre as dietas e o tempo (P>0,05) sobre o
pH, isso pode ser explicado pelo fato de que a dieta era baixo gréo, 0 que permite a
atividade de tampdo fisiologica do ramen, mesmo sem a inclusdo de quitosana. N&o
houve diferenca (P>0,05) nos valores de pH do rumen nos tempos apos a alimentacao
(Figura 1).

Figura 1. Valores de pH observados na digesta do ramen de buafalos alimentados com as dietas

CO = controle; QT= quitosana; GSI= grdo de soja; GSI+QT = quitosana mais grao de soja.
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N&o houve efeito das dietas sobre as concentraces de N-amoniacal (Tabela 6).
De maneira geral, as concentracfes de N-amoniacal verificadas foram acima do nivel
otimo de 10 mg/dL (LENG,1990; SAMPAIO et al., 2010), necessaria para otimizagédo
dos processos fermentativos onde ndo ha comprometimento do consumo e
digestibilidade da fibra. Dias et al. (2017) avaliando doses crescentes de quitosana (0,
400, 800, 1200 ou 1600 mg / kg de MS no concentrado) em bovinos em pastejo
observaram resposta quadratica da concentracdo de N-amoniacal ruminal, razdo acetato:

propionato e aumento linear na concentracéo de propionato no rimen.
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Houve um efeito de tempo na concentracdo de N-amoniacal. De modo que as
concentracdes de N-amoniacal (N-NHs3) aumentaram em todas as dietas experimentais
as duas horas ap6s a alimentacdo (tempos 2 e 8), seguido por diminuicdo subsequente
nos outros tempos (Figura 2). Este padrdo de resposta relacionado as concentracfes de
N-NH3 pode ser explicado pela proteina degradavel do ramen fornecida durante a
alimentacéo.

ApoGs a alimentagdo, o processo de fermentacdo ocorre através das bactérias
proteoliticas, que promovem o aumento da concentracdo de N-amoniacal e conseqiiente
ocorréncia de picos de amonia (DARDILLAT e BAUMONT, 1992). Uma possivel acdo
da quitosana sob as bactérias proteoliticas poderia proporcionar reducdo desses
microrganismos e consequentemente diminui¢do das concentragdes de N-amoniacal nas
primeiras horas ap0s a alimentacéo. O que nao foi observado neste estudo.

As concentracdes decrescentes de N-NH3 em 6 h apos a alimentacdo podem ser
explicadas pelo uso de amonia pela microbiota na producdo de proteina microbiana e na

reciclagem de nitrogénio sob a forma de ureia.

Figura 2. Valores de N-amoniacal observados na digesta do rimen de bufalos alimentados com

as dietas CO = controle; QT= quitosana; GSI= grdo de soja; GSI+QT= quitosana e gréo de soja.
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No entanto, as concentracgdes totais de AGV (mM) aumentaram nos animais que
receberam as dietas QT (P<0,01), GSI (P = 0,03) e QT+GSI (P = 0,03). Além disso, QT
e GSI aumentaram a propor¢do molar das concentracgdes de acetato (QT, P = 0,02; GSI,
P =0,01) e propionato (QT, P <0,01, GSI, P = 0,01 e QT+GSI, P =0,01), mas nenhuma
alteracdo foi verificada na proporc¢édo de acetato / propionato (C2: C3) com o uso de QT
associado ao GSI nas dietas (Tabela 6). N& houve efeito de tempo para as
concentragcdes de acetato e butirato (Figuras 3 e 5). As concentragcdes de propionato
diferiram entre as dietas experimentais as quatro horas apés a alimentacédo (Figura 4).

O aumento na concentracdo de propionato pode estar associado a alteracfes nos
carboidratos fibrosos, pela acdo nas bactérias celuloliticas, sem alterar o CMS quando a
quitosana foi adicionada no rimen (ARAUJO et al., 2015). Goiri et al. (2010) avaliaram
0 uso de quitosana na concentracdo de 136 mg / kg de PC em dietas de ovinos e
relataram aumento no propionato, sem efeitos no CMS. De forma similar, Paiva et al.
(2016) também relataram aumento linear na concentracdo de propionato quando foi
fornecida quitosana em dietas para vacas leiteiras nos niveis de 150 e 225 mg / kg de
PC.

O aumento na proporcdo molar das concentracdes de acetato e propionato pode
gerar resultados promissores em relacdo a eficiéncia energética do ramen. Isso mostra
que a adicdo de quitosana na dieta modifica a fermentacdo do rimen, especialmente por
acdo seletiva sobre bactérias celuloliticas, tornando este processo mais eficiente em
termos energéticos. A interacdo da QT com GSI provavelmente causa uma diminuigédo
na excrecdo de metano, que constitui uma rota importante para a excre¢do de ions de
hidrogénio, que se acumulam no meio e direcionam o metabolismo para a sintese de
acidos graxos volateis (AGV), como propionato. Os acidos graxos volateis, acetato,
propionato e butirato sdo os principais produtos de fermentacdo e o propionato é o
principal substrato da gliconeogénese e conseqlientemente representa uma importante
fonte de energia para ruminantes (L1 et al., 2013).

Embora neste estudo ndo tenham sido observadas alteragdes na relagéo acetato /
propionato, uma propor¢do menor tem a vantagem de promover uma fermentacdo
energicamente favordvel com diminuicdo no incremento calérico, uma vez que o
propionato gera menos calor e produz menos metano no processo de formacgdo quando

em comparacdo com acetato (GOIRI et al., 2009).
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Figura 3. Valores de acetato observados na digesta do ramen de bdfalos alimentados com as

dietas CO = controle; QT= quitosana; GSI= grdo de soja; GSI+QT = quitosana e grao de soja.
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Figura 4. Valores de propionato observados na digesta do rimen de bufalos alimentados com as
dietas CO = controle; QT= quitosana; GSI= grdo de soja; GSI+QT = quitosana e grdo de soja.
Os valores de propionato diferiramquatro horas apos a alimentagdo entre as dietas CO e GS
(*P<0,05).
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Figura 5. Valores de butirato observados na digesta do rimen de bufalos alimentados com as
dietas CO = controle; QT= quitosana; GSI= gréo de soja; GSI+QT = quitosana e grao de soja.
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4.3 Metabolitos sanguineos

A inclusdo de QT e a associacdo entre QT e GSI nas dietas ndo causaram
alteracbes (P>0,05) nas concentracdes de metabdlitos sanguineos. (Tabela 7). Araujo et
al. (2015) avaliaram o efeito da incluséo da QT em 0, 50, 100 e 150 mg / kg de PC nos
metabolitos sanguineos de novilhos Nelore e observaram que, embora a proteina total
do plasma, a ureia e as enzimas hepaticas (AST e GGT) ndo tenham sido influenciadas
pela adigcdo da quitosana no rimen, houve um aumento linear nos niveis de glicose.

Elevadas concentracBes de glicose sanguinea apresentadas pelos animais podem
estar diretamente ligadas ao aumento das concentracdes de propionato ruminal. Ja que
0s ruminantes sdo animais hipoglicémicos e cerca de 90% da glicose circulante nesses
animais é originaria da gliconeogénese hepatica, a qual é realizada a partir de substratos
glicogénicos como o propionato, aminoacidos, lactato e glicerol. Menos de 10% da
glicose utilizada no metabolismo é absorvida do intestino (KANEKO, 2008).

Del Valle et al. (2017) avaliaram os efeitos de dois niveis de quitosana (Oe 4 g/
kg de DM) e dois niveis de 6leo de soja (0 e 33 g / kg MS da dieta) sobre 0 metabolismo
de vacas no terco médio de lactacdo e concluiu que as dietas experimentais nao tiveram
efeito sobre as concentragdes sericas de glicose. No entanto, houve um efeito da

interacdo do Oleo de soja x quitosana na concentracdo de ureia no soro. Os autores
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também relataram que a suplementacdo da quitosana em dietas com baixo teor de
gordura aumentou a ureia no soro, mas nenhum efeito foi detectado nesta variavel em
animais alimentados com dietas com suplementacdo de gordura. Independentemente da
adicdo da quitosana, o 6leo de soja aumentou o colesterol total e HDL, o que pode estar
associado ao maior consumo de acidos graxos desses animais, como também foi
relatado por Araujo et al. (2015) e Mingoti et al. (2016).

Gandra et al. (2016) ao estudarem os efeitos da inclusdo da quitosana e do grdo
de soja integral na dieta de novilhas Jersey sobre os metabdlitos sanguineos,
constataram que as dietas contendo esse aditivo diminuiram as concentracdes totais de
LDL e colesterol, ao contréario do que foi observado com o grdo de soja integral, o que
causou aumento dos niveis séricos de ambas as fracdes. Em relacdo ao HDL, os autores
observaram um efeito de interacdo das dietas, com niveis crescentes nas dietas contendo
quitosana e o grao de soja integral, em compara¢do com outros tratamentos. Além disso,
a dieta contendo quitosana promoveu o menor nivel do colesterol HDL (PAIVA et al.,
2016).

Tabela 7 - Efeito das diferentes concentracdes de quitosana nas concentracfes séricas

dos metabdlitos sanguineos

Dietas experimentais’ EPM Valor P®

Variavel
cO QT GSI GSHQT ' QT GSI QT*GSI

Glicose, mg/dL 91,25 92,60 90,82 91,35 1,717 081 0,83 0,92
PT2, mg/dL 6,99 824 7,45 7,05 0,24 036 044 0,09
Albumina, g/L 3,06 295 2,89 2,88 0,07 0,65 0,48 0,69
Globulina, U/L 3,93 531 4,56 4,17 0,25 0,32 0,60 0,09
Colesterol,

mg/dL 3495 4150 3367 37,35 2,03 0,25 0,53 0,74
TGL3, mg/dL 34,15 4222 3197 32,87 250 0,39 0,28 0,49
VLDL*, mg/dL 6,83 8,44 6,39 6,57 0,50 0,39 0,28 0,49
HDL®, mg/dL 23,88 2393 24,36 21,87 041 0,12 0,30 0,11
NUS® 17,41 14,13 13,67 13,32 1,30 0,52 0,42 0,60

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT).2Proteinas totais. Triglicerideos. “Lipoproteina de Muito Baixa Densidade .
SLipoproteina de Alta Densidade. ®Nitrogénio ureico no sangue. 'Erro padrdo da média.

8Valor de probabilidade significativa ao nivel de 5%.
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Embora ainda néo esteja elucidado o mecanismo pelo qual a quitosana atua
sobre o metabolismo do colesterol e LDL, o uso deste aditivo pode promover
diminuicdo nos niveis séricos de LDL e colesterol, devido a sua capacidade de se ligar a
gordura e a indisponibilizar (DAMIAN, et al., 2005). Estudos em seres humanos
demonstraram que a quitosana reduziu o colesterol LDL no soro (YIHUA e BINGLIN,
1997; WUOLNOKI et al.,1999).

4.4 Dinamica Ruminal e fluxo de nutrientes

N&o houve efeito das dietas experimentais sobre o contetdo ruminal em quilos,
volume ruminal e contetdo ruminal em porcentagens de matéria seca, matéria organica,
matéria mineral, bem como ndo houve diferengas entre a composicao total desses
nutrientes (P>0,05) (Tabela 8).

Tabela 8 - Caracterizacdo ruminal de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais! ) Valor de P

Item EPM
CO QT  GSI_ GSI+QT QT GSI QT*GSl

Conteddo ruminal,
MN kg 42,22 40,17 40,45 40,72 539 0,75 082 0,67

Volume ruminal,

L 50,12 50,00 47,20 46,25 17,80 0,90 0,45 0,92
Conteddo ruminal
(%)
MS 12,15 12,40 12,47 12,27 0,70 0,94 0,78 0,53
MO 93,91 93,80 93,81 9395 0,69 0,93 0,96 0,72
FDN 51,22 51,19 54,10 53,02 0,65 0,68 0,09 0,68
FDNi 37,25 39,19 35,40 38,68 1,22 0,34 0,66 0,80
FDNpd 13,97 12,00 18,67 1434 163 0,37 0,32 0,73
Pool ruminal (kg)
MS 515 4,97 5,00 500 0,69 0,80 0,86 0,80
MO 3,87 382 3,95 3,80 052 0,71 0,92 0,85
FDN 265 255 2,70 2,65 0,10 0,71 0,72 0,90
FDNi 190 194 1,76 1,94 0,07 050 0,65 0,66
FDNpd 0,75 0,62 0,95 0,70 0,09 0,36 0,49 0,76

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT). 2 erro padrdo da média
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Os parametros da dindmica ruminal sdo influenciados dentre outros fatores pelas
caracteristicas fisicas dos alimentos, e estes efeitos sdo mais proeminentes na fragdo
efetivamente degraddvel. Segundo Allen (1996), a mastigacdo e fermentacdo do
alimento no rimen sdo primordialmente responsaveis pelo tamanho e a densidade de
particulas da digesta e estas, por sua vez, influenciam conseglientemente na taxa de
passagem no rimen. Dessa forma, quanto menor o tamanho de particula maior sera seu
escape no ramen.

A degradacdo dos nutrientes no ramen depende de caracteristicas intrinsecas do
substrato. Segundo Detmann et al. (2005), a dimensdo das fracGes potencialmente
degradavel e ndo degradavel, ndo seriam mais alteradas apdés maxima taxa de
degradacdo, sendo dessa forma determinadas Unica e exclusivamente pelas
caracteristicas do substrato. Este processo pode ser explicado pelo fato de que, mesmo
que algum fator venha a interferir negativamente sobre eficiéncia de acdo enzimatica
sobre o substrato, em algum momento do processo de degradacdo, a maior permanéncia
do alimento permitiria ao sistema enzimatico superar sua baixa eficiéncia sobre o
substrato, com a possibilidade de acdo por periodo mais prolongado. Desta forma,
nenhum fator enziméatico poderia afetar as caracteristicas de potencialidade de um
alimento, as quais seriam plenamente intrinsecas ao substrato.

As fontes de suplementacdo (P>0,05) ndo alteraram a taxa de digestdo (%/h) da
matéria seca, e fibra em detergente neutro (FDN) (Tabela 9). Além disso, ndo foi
observado efeito das dietas experimentais sobre as taxas de renovacdo ruminal da
matéria seca, matéria organica, FDN, FDNi e FDNpd e taxa de passagem (%/h) da
matéria seca, FDN e FDNpd (P>0,05).

A digestdo e a passagem atuam de forma simultdnea e competitiva para a remocao
da digesta no rumen, e seus efeitos combinados podem maximizar o consumo de
nutrientes digestiveis (KOVACS et al., 1998). De acordo com Sampaio et al. (2010), a
FDNIi exerce forte efeito sobre o valor nutritivo do alimento, principalmente em funcéo
da sua elevada capacidade de replecdo ruminal.

Em estudo avaliando o uso de fontes de gorduras protegidas para reduzir a bio-
hidrogenagéo de acidos graxos e aumentar o fluxo abomasal em vacas leiteiras, Bettero
et al., (2017) relataram que a dieta com 6leo de soja teve menores taxas de digestdo
ruminal para MS, FDN e FDNpd quando foram comparadas com os tratamentos GS e

sais de célcio (SC). De acordo com o0s autores, este comportamento é justificado
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provavelmente pelos maiores efeitos nesses parametros quando o &cido graxo e

fornecido de forma livre, sem nenhum tipo de protecdo.

Tabela 9 - Dindmica ruminal, concentraces e digestibilidade de nutrientes

Dietas experimentais? Valor de P3
Item EPM?
CO QT GSI GSI+QT QT GSI QT*GSI
Taxa de digestao (%/h)
Matéria Seca 440 490 435 452 12 023 042 054
Fibra em detergente
neutro (FDN) 299 351 297 343 01 015 086 0,92
FDNpd* 558 6,37 533 6,06 03 025 066 0,97
Taxa de renovagéo
ruminal (%/h)
Matéria Seca 707 7,75 7,23 7,16 21 054 066 045
Matéria Orgéanica 8,34 9,06 830 8,48 0,3 045 060 0,65
FDN 6,97 798 724 741 03 039 082 054
FDN indigestivel 429 49 480 4,63 03 0,70 088 0,52
FDNpd’ 9,33 10,46 9,39 9,56 04 046 063 0,58
Taxa de passagem (%/h)
Matéria Seca 267 285 288 264 10 091 100 041
FDN 397 446 426 3,99 02 080 082 0,37
FDNpd* 3,75 4,10 4,06 3,50 02 0,77 0,70 0,23

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT).2Erro padrdo da média.*Valor de probabilidade significativa ao nivel de

5%.*Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel.

Similarmente, Barletta et al. (2016) avaliando o processo de biohidrogenagédo e
fluxo abomasal de &cidos graxos em vacas leiteiras alimentadas com 6leo de soja, grao
de soja integral e sais de célcio de &cidos graxos, observaram que ndo houve efeito das
fontes de lipideos utilizadas na taxa de digestdo da MS e da FDNpd. Além disso, foi
observado efeito (P<0,05) para taxa de digestdo da FDN, com maiores valores para 0s
animais submetidos as dietas com sais de calcio e grdo de soja quando comparadas com
a dieta Gleo de soja.

No entanto, para a taxa de renovacdo ruminal os mesmos autores observaram
menores valores para os animais suplementados com 6leo de soja, 0 que juntamente
com o menor consumo de matéria seca destes animais justificam estes resultados de

menor taxa de digestdo da FDN. N&o foi observado efeito (P>0,05) para os dados de
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taxa de renovacdo ruminal para MS, MO, FDN, FDNi e FDNpd entre as dietas
experimentais.

Freitas Jr. (2012) avaliando fontes de gordura na dieta de vacas em lactacdo, ndo
observou alteracdo nas taxas de digestdo da MS e da FDN. No entanto, 0s mesmos
autores relataram que os animais alimentados com a dieta contendo grdo de soja
apresentaram menor taxa de digestdo e maior taxa de renovagdo ruminal da FDNpd
quando comparada a digestdo dos animais alimentados com a dieta contendo SC.

De acordo com Bull et al. (1979), o aumento do turnover ruminal de liquido pode
alterar a fermentacdo ruminal com aumento de acetato, butirato e metano e diminuicgéo
de propionato. Além disso, resulta em uma maior velocidade de passagem de pequenas
particulas de alimentos. O efeito sobre a digestdo total depende da composi¢do do
alimento e forma fisica. O turnover ruminal de liquido também é aumentado pelo maior
nivel de consumo, adicdo de fibra grossa nas racdes, e por agentes osmoticamente
ativos. A falta de diferenca das taxas de passagem e renovacdo podem ser atribuidas a
ndo alteragdo no consumo de FDN entre dietas.

A digestibilidade ruminal em porcentagem da MS (P<0,05; Tabela 10) das dietas
com adicdo da quitosana foi maior quando comparada as dietas controle e GSI. No
entanto, ndo houve diferencas (P>0,05) para a digestibilidade ruminal da FDN e FDNpd
(% e kg/dia).

De acordo com Forbes (1995), a elevacao na taxa de passagem do alimento faz com
que haja aumento no consumo, porém isso estd associado a reducdo da digestibilidade
devido ao menor tempo no trato digestivo. Em contrapartida, a média da taxa de
passagem da matéria seca obtida foi de 2.76 %/h, semelhantemente a taxa descrita por
Bettero (2015) de 2.73%/h. Uma menor taxa de passagem pode estar relacionada ao
maior tamanho de particula dos alimentos, ja que a reducdo de particulas grandes € um
requisito para o alimento fluir a partir do reticulo-rimen (WELCH; SMITH, 1978), isso
leva a maior retencdo ruminal desse material, além do maior tempo de agcdo microbiana
na degradacdo dos nutrientes, promovendo o aumento da digestibilidade ruminal como
observado no presente estudo.

Resultados semelhantes para a digestibilidade aparente total foram encontrados por
Freitas Junior (2008), Barletta (2010) e Naves (2010). Estes trabalhos evidenciaram que
0 grao de soja ndo exerce influéncia sobre a digestibilidade dos nutrientes, o que revela

o potencial de utilizag&o deste nas dietas.
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O fluxo de nutrientes ndo foi alterado pelas dietas (P>0,05). Similarmente, 0s
consumos de FDNi e FDNpd (kg/dia) ndo apresentaram diferencas entre as dietas. O
fluxo de digesta pelo trato gastrintestinal é determinado primordialmente pela taxa de
passagem ruminal, sendo que o aumento na taxa de passagem normalmente reduz a
digestibilidade dos componentes mais resistentes a degradacdo, como fibra e amido de
baixa degradabilidade ruminal (RUSSEL e WILSON, 1996).

Tabela 10 - Dinamica ruminal, concentracdes e digestibilidade da FDN

Dietas experimentais! Valor de P?

Item EPM?
CO QT GSI GSI+QT QT GSI QT*GSI

Digestibilidade ruminal
Matéria Seca (%) 68,64 73,37 67,48 75,17 1,30 0,01 0,88 0,51

Maierla Organica 6143 62,71 5928 6246 0,70 015 042 0,52

(%)
FDN (%) 43,25 43,86 4097 46,45 1,10 0,17 094 0,27
FDNpq*(%) 59,71 60,66 55,98 63,49 1,40 0,15 0,87 0,26
Fluxo de nutrientes
(kg/dia)
MS 3,37 3,38 3,42 3,31 0,10 0,87 0,99 0,83
FDN 256 2,65 2,68 2,56 0,10 093 095 0,64
FDNi 1,25 1,31 1,21 1,27 0,01 045 0,66 0,97
FDNpd 1,31 1,34 1,46 1,29 0,10 0,61 0,75 0,49
Consumo FDNi (kg/d) 1,25 1,31 1,21 1,27 0,03 0,45 0,66 0,97
FDNpq* (kg/dia) 327 341 331 3,47 0,09 048 0,81 0,97

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT).2Erro padrdo da média.>Valor de probabilidade significativa ao nivel de
5%.*Fibra em detergente neutro potencialmente digestivel.

4.5 Comportamento Ingestivo
N&o houve efeito (P>0,05) das dietas experimentais sobre as atividades de
alimentacdo, ruminacdo, mastigacdo e 6cio em minutos por dia, minutos por quilo de
matéria seca e fibra em detergente neutro (Tabela 11), o que pode ser justificado por ndo
ter havido diferenca no consumo meédio por periodo de alimentagdo (kg) (Tabela 13).
Além disso, 47,5% do tempo em 24 horas foram despendidos em écio, enquanto 37%
para a atividade de ruminacgéo e 15,4% em alimentacdo. Um maior tempo na atividade

de ruminagdo pode ser justificado pelo aumento da propor¢édo de volumoso, tipo de
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volumoso da dieta e do tempo de retengéo deste alimento no rimen. Este efeito nédo foi
observado no presente estudo, pois apesar da elevada propor¢do de volumoso, nédo
houve aumento do tempo de retencdo do alimento no rumen consequentemente nao
houve aumento no tempo de ruminacdo o que contrapde o que foi relatado por Rogers e
Davis (1982), onde o uso de ionoforo na dieta promove aumento no periodo de
permanéncia do alimento no rimen, e como a quitosana possui mecanismo de acao
similar a este aditivo, poderia se associar a maior retencdo do alimento no rimen a um

aumento no tempo de ruminacao.

Tabela 11 - Efeitos das dietas experimentais sobre as atividades de alimentacéo,
ruminagao, mastigacdo e ocio.

Dietas experimentais* Valor de P
Item oT*G
CO QT  GSI  GSHQT pgpyz QT  GSI “g,
Alimentacéo
Min/dia 198,3 203,7 1917 225,0 9,14 0,35 0,72 0,50
Min/kg
MS 9,2 9,4 8,8 91 19895 053 041 0,88
Min/kg
FDN 4,6 4,8 4,6 4,7 95,66 041 084 0,88
Ruminagéo
Min/dia 518,7 531,2 5637 531,2 14,97 0,76 050 0,50
Min/kg
MS 56,5 56,3 64,8 58,9 2,05 047 0,22 051
Min/kg
FDN 112,8 110,2 1240 113,3 3,73 0,40 0,37 0,61
Mastigacéo
No/dia 48,3 47,5 52,3 58,4 2,94 0,68 0,24 0,58
Min/dia 28312 28994 31052 28589 10119 0,69 0,60 0,48
Min/kg
MS 78,5 77,9 90,1 88,9 3,08 0,88 0,09 0,95
Min/kg
FDN 156,6 1526 172,9 170,9 571 0,80 0,16 0,93
Ocio
Min/dia 726,2 710,0 658,7 647,5 20,85 0,75 015 0,95

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT).2Erro padrio da média.>Valor de probabilidade significativa ao nivel de 5%.
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Similarmente, 0 aumento do tempo na atividade de mastigacdo proporciona o
funcionamento ruminal adequado, uma vez que a maior producdo de saliva decorrente
dessa atividade promove maior fluxo de substancias tamponantes para o rumen, com
consequente manutencdo de um pH Otimo para a atividade dos microrganismos
(SANTINI et al., 1992). Dessa forma, o aumento nos tempos de ruminacdo e
mastigacdo podem contribuir para uma fermentacdo ruminal eficiente nos animais
suplementados com quitosana.

O tempo gasto em ruminacéo € caracterizado por ser maior a noite, no entanto, o
tempo de ruminacdo também é influenciado pelo alimento. Além disso, existem
diferengas quanto a duragdo e a reparticdo das atividades de alimentacdo e ruminagdo
entre individuos, que podem estar relacionadas ao apetite dos animais, a diferencas
anatdmicas e ao suprimento das exigéncias energéticas ou enchimento ruminal (SOUZA
et al., 2007). A semelhanca no tempo de ruminacao esta associada a similaridade nos
consumos de matéria seca e FDN.

Trabalhos enfatizam a diminuicdo do consumo de matéria seca ou tempo de
alimentacdo dos animais com a utilizacdo de ionoforos. Barreto et al. (2015) avaliando o
comportamento ingestivo de ovinos suplementados com feno de manicgoba e diferentes
niveis de monensina sodica na dieta observaram que a medida em que se aumentou 0s
niveis de monensina houve aumento na ruminacgdo por partes dos animais. A diminuigédo
do tempo de alimentacdo pode ser explicada, pois a maior producdo de propionato,
promove aumento nos niveis plasmaticos de glicose, estimulando assim, os centros de
saciedade (VAN SOEST, 1994).

As eficiéncias de alimentacdo e ruminagdo ndo foram influenciadas pelas dietas
experimentais (P> 0,05) (Tabela 12). Estas eficiéncias apresentam relacdo direta com os
niveis de consumo de nutrientes dos animais. Logo, a auséncia de efeito para o0s
consumos de MS e FDN pode ter contribuido para a falta de efeito nas eficiéncias de
alimentacédo e ruminagdo sobre as dietas analisadas.

Barreto et al. (2015) relataram aumento no nimero de bolos ruminais por dia a
medida em que se aumentava 0s niveis de monensina. Comparando-se o0s resultados
obtidos pelo autor com trabalhos que ndo utilizavam iondforo na dieta, a quantidade de
bolos ruminais contabilizadas nesse estudo apresentou uma diferenca consideravel
provavelmente pelo aumento do tempo de retencéo dos alimentos no rimen provocado

pela quitosana, justificando-se dessa forma, 0 aumento do nimero de bolo/dia.
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Secundino et al. (2017) ao avaliarem o comportamento ingestivo em novilhas
Jersey suplementadas com quitosana e soja integral observaram que a quitosana reduziu
a eficiéncia alimentar em g MS/hora e g FDN/hora. Do mesmo modo, as novilhas
alimentadas com quitosana apresentaram eficiéncia de mastigacdo da FDN mais baixa
em comparagcdo com aos outros tratamentos. A associacdo entre quitosana e grao de soja
aumentou o periodo de ruminacgdo e diminuiu a eficiéncia de ruminacdo da MS. Além
disso, o gréo de soja aumentou o periodo de 6cio.

Em estudo avaliando o comportamento ingestivo de vacas em confinamento
alimentadas com aditivos baseados em 0Oleos essenciais ou monensina sddica,
Segabinazzi et al. (2011) concluiu que o tipo de aditivo consumido ndo alterou o
comportamento ingestivo animal. VVacas com predominéncia Charolés consumiram mais
matéria seca (13,78 versus 12,38 kg / dia) e fibra em detergente neutro (7,81 vs. 6,89 kg
/ dia), ruminaram por mais tempo (8,47 vs. 7,82 h), passou mais tempo de mastigacdo
(13,05 vs 12,01 h), teve um maior nimero de mastigacdes por minuto (58,88 vs 53,21) e
um maior nimero de bolo ruminal (541,43 vs. 464,09 bolos / dia); no entanto, vacas

com predominancia de Nelore teve maior tempo de écio (11,82 vs. 10,74 h).

Tabela 12 - Efeitos das dietas experimentais sobre as eficiéncias de alimentacdo e
ruminacéo

Dietas experimentais* Valor de P

Item
QT*G
CO QT  GSI GSHQT gppz QT GSI “g,

Eficiéncia em alimentacdo
g MS/hora 170,0
2767,2  2874,0 2572,2 22139 8 0,73 0,25 0,52
g FDN/hora 13829  1471,1 1351,7 11498 89,99 0,77 037 0,46

Eficiéncia em ruminacéo

Bolos

(no/dia) 586,7 6352 601,7 5380 34,02 092 056 046
g MS/bolo 15,8 15,9 15,1 19,0 125 046 066 0,550
g FDN/bolo 79 8,1 79 9,9 064 043 052 0,53

g MS/hora 10706 10772 9494 1032,3 3384 053 026 0,59
g FDN/hora 535,0 5492 4970 5355 1624 046 047 0,73

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT).2Erro padrio da média. 3Valor de probabilidade significativa ao nivel de 5%.



52

N&o houve diferenca (P> 0,05) para o niumero de periodos (n%dia), tempo gasto
por periodo (min) e consumo médio por periodo de alimentacdo (kg) entre as dietas
(Tabela 13). Pereira (2017) em experimento avaliando o comportamento ingestivo de
cordeiros submetidos a diferentes a niveis de 0, 136 e 272 mg/kg de quitosana/ peso
vivo demonstraram que houve efeito quadratico para o numero de periodos de
ruminacao e tempo gasto por periodo de ruminagdo, em que o nivel de 136 mg/kg de PC
diminuiu o nimero de periodos, e consequentemente aumentou o tempo gasto por
periodo de ruminacdo. Os tempos de alimentacdo, ruminagdo e 6cio, bem como as
eficiéncias de alimentacdo e ruminacdo ndo foram influenciados pelos niveis de

quitosana.

Tabela 13 - Efeitos das dietas experimentais sobre 0 numero, tempo e consumo de MS e
FDN por periodo de alimentagdo, ruminacdo e écio

Dietas experimentais* Valor de P

Item -
GSI+Q T g QT*GS
CO QT GSlI T EPM? Q |

NUmero de periodos (n°/dia)

Alimentaca

0 17,5 18,5 15,0 17,7 1,03 040 047 0,70
Ruminacédo 24,0 23,2 22,5 23,0 1,06 100 0,68 0,75
Ocio 34,5 35,0 32,7 34,7 0,72 043 053 0,63

Tempo gasto por periodo (min)

Alimentaca

0 11,8 11,4 14,7 15,8 097 084 0,08 0,70
Ruminacédo 23,1 23,0 26,2 23,5 1,28 062 053 0,63
Ocio 21,1 20,3 20,6 18,8 083 048 0,60 0,80

Consumo médio por periodo de alimentacdo (kg)

MS 21,95 2162 2537 2990 188 058 0,14 0,53
FDN 43,75 42,47 4882 5762 362 061 0,19 0,50

!Controle (CO); quitosana (QT); grdo de soja (GSI); quitosana e grdo de soja
(GSI+QT).2Erro padrdo da média. 3Valor de probabilidade significativa ao nivel de 5%.

5. CONCLUSAO

A quitosana tem efeitos potenciais como modulador da fermentacdo ruminal,
para maior eficiéncia no metabolismo e dindmica ruminal tornando-se uma possivel

alternativa ao uso de ionéforos para bufalos.
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A suplementacéo lipidica através da adicdo do grdo de soja também atua no
metabolismo ruminal por meio do aumento das concentragcbes de propionato e nao

exerce efeitos negativos sob a digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes.
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Universidade Estadunal do Sudoeste da Bahia — UESB Autorizada pelo
Decreto Estadual n°® 7344 de 27.05.98
Comité de Etica No Uso de Animais — CEUA / UESB

Concordincia do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA

O Protocolo 43/2013 referente ao projeto “Fluxo reticular e omasal de nutrientes e dindmica
ruminal em vacas leiteiras alimentadas com dietas contendo quitosana associada a grio de soja
cru e integral” sob responsabilidade do Dr. Jose Esler de Freitas junior - UFBA (Departamento de
Zootecnia) for APROVADO e liberado para condugio pelo pesquisador e equipe, conforme
determinacio da reunido ocorrida em 03/06/2013 e reiterada pela reunido de 02/12/2013.
Lembramos ao pesquisador que:

- O responsavel pelo projeto ou protocolo encaminhara a CEUA, ao final do estudo, um relaténio de
uso de animais. O relatono devera conter informagdes basicas acerca do projeto ou protocolo de
acordo com o roteiro publicado em conjunto com a BN n* 4 do CONCEA.

- Mo caso da necessidade da continmdade dos projetos ou protocolos usando animais para fins
cientificos ou didaticos € obrigatorio o envio do Relatonio a CEUA acrescido da justificativa.

- Para os casos da confinuidade de projefos ou protocolos, apés a andlise do relatorio e de
esclarecimentos adicionais, se necessario, a CEUA pode deferir, suspender, ou requerer modificacio
dos mesmos, dentro de suas atribuicoes.

Itapetinga, 23 de Junho de 2014.
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