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RESUMO

Devido ao uso indiscriminado de antibioticos na alimentacdo animal, aumentou a
preocupacao com a producado sustentavel sem que ocorresse perda no desempenho
dos animais. Estudos mostram que a quitosana (Q) e o liquido da casca de castanha
de caju (LCC), tem proporcionado bons resultados quando séo utilizados como
aditivos na nutricdo animal, tornando-se uma alternativa na substituicdo do uso de
ion6foros, como a monensina. Porém, ainda ndo se tem muitos estudos sobre a
associacdo entre a quitosana e o LCC e quais os beneficios que essa associacao
pode trazer para a producao animal. O presente trabalho realizou a avaliagdo in vitro
da associac¢ao entre quitosana e liquido da casca de castanha de caju. Foram quatro
tratamentos: Controle, LCC (600mg/Kg de MS), Quitosana (900mg/kg de MS) e LCC
(600mg/Kg de MS) + Quitosana (900mg/Kg de MS). Foram analisados na relagéo de
volumoso:concentrado de: 100:0, 50:50, 40:60 e 20:80. Esta avaliacao foi realizada
através das analises de DIVMS, DIVFDN, DIVPB, pH e NAR. Dois bovinos foram os
doadores de liquido ruminal, as coletas ocorreram no periodo da manha sempre
com 0s animais em jejum, e logo apds a coleta o material foi encaminhado ao
laboratorio para armazenamento e posterior analise. Nos principais resultados
encontram-se a menor digestibilidade de MS, FDN e PB quando associados os dois
aditivos, porém, quando os aditivos sao usados isoladamente apresentam maior
digestibilidade do que quando comparados com o tratamento controle. A associacao
dos aditivos mostrou resultados positivos no pH e no NAR, mantendo-os na faixa
Otima de atividade de microrganismos ruminais até a ultima coleta de amostras. Esta
associacdo demonstrou que entre os aditivos o liquido da casca da castanha de caju

foi o que atuou de forma mais positiva na digestibilidade dos nutrientes.

Palavras-chave: Aditivos naturais, Anacardium occidentale, Analise bromatoldgica,

Quitina, Modulagao ruminal.



ABSTRACT

Due to the indiscriminate use of antibiotics in animal feed, concern for sustainable
production increased without loss of animal performance. Studies have shown that
chitosan (Q) and cashew nut liquid (LCC) have provided good results when used as
additives in animal nutrition, making it an alternative in the substitution of ionophores
such as monensin. However, there are not many studies about the association
between chitosan and LCC and what benefits this association can bring to animal
production. The present work carried out the in vitro evaluation of the association
between chitosan and liquid cashew nuts. The treatments were: Control, LCC
(600mg/kg DM), Chitosan (900mg/kg DM) and LCC (600mg/kg DM) + Chitosan
(900mg/kg DM). And they were analyzed in the ratio of bulky: concentrate of: 100: O,
50:50, 40:60 and 20:80. This evaluation was performed through the IVDMD,
DIVFDN, DIVPB, pH and NAR. Two cattle were the donors of ruminal fluid, the
collections occurred in the morning always with the animal fasting, and soon after the
collection the material was sent to the laboratory for storage and later analysis. The
main results were the lowest digestibility of DM, NDF and PB when we associated
the two additives, however, when the additives are used alone they present higher
digestibility than when compared to the control treatment. The association of the
additives showed positive results in the pH and NAR, keeping them in the optimum
range of ruminal microorganisms activity until the last sample collection. This
association also showed that among the additives the cashew nut liquid was the one
that most positively influenced the nutrient digestibility.

Key words: Natural additives, Anacardium occidentale, Bromatological analysis,
Chitin, Ruminal modulation.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Bovinos

Criadores de gado leiteiro passam por uma fase de corte de gastos, visto que
o valor do litro de leite cai cada vez mais, em outubro de 2018 este valor foi de R$
1,19 (CONSELEITE, 2018), esse corte de gastos também se da por causa do
aumento no custo de producdo animal. Entre os custos, a nutricdo geralmente é um
dos maiores, podendo chegar a até 60% do custo total na propriedade leiteira,
(CEPEA, 2015). Com este cenario nada animador, os produtores buscam
alternativas para melhorar a producdo animal, diminuindo gastos e com isso
aumentar a rentabilidade da propriedade.

Dentro da nutricdo dos bovinos, o uso de aditivos é uma grande ferramenta
para maximizar a producdo animal. A Instrucdo Normativa 13/2004 do ministério da
agricultura, pecuaria e abastecimento (MAPA, 2004), define aditivos como:
substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos
produtos, que nado € utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou nao valor
nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacéo
animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou
atenda as necessidades nutricionais.

Os aditivos atuam de varias formas no organismo dos bovinos, entre eles, um
dos mais utilizados sdo os ionéforos, que modulam a fermentacdo ruminal, fazendo
com que diminua o numero de bactérias gram positivas e aumente as bactérias
gram negativas, melhorando a producéo de propionato e diminuindo o &cido acético,
latico e metano (SHINKAI et al., 2012), dessa forma, 0os animais conseguem diminuir
a perda de energia que ocorre principalmente durante a formacdo do metano
(RUSSELL & STROBEL, 1989), além de diminuir as desordens como a acidose
ruminal (OWENS et al., 1991).

Porém, apos 30 anos de uso, a Unido Europeia confirmou a proibicdo dos
antibioticos ionoforos na suplementacdo animal até o final do ano de 2005

(RATCLIFF, 2003), pensando assim em diminuir os riscos de resisténcia
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antimicrobiana que o uso a longo prazo deste aditivo possa trazer a populacéo
humana (GUSTAFSON & BOWEN, 1997).

Outro aditivo bastante conhecido sdo as leveduras, que atuam aumentando o
desempenho animal. Elas estimulam bactérias ruminais quem alteram a relagéo
acetato/propionato e aumentam o crescimento de bactérias que usam a aménia
ruminal (NEWBOLD et al., 1996). Entretanto, existem alguns relatos de intoxica¢des
devido ao uso das leveduras na nutricdo animal, principalmente naquelas derivadas
da cevada, causada por micotoxinas que se proliferam durante seu armazenamento
(HUMPHREYS 1988, GILMOUR et al., 1989, LORETTI et al., 2003, KELLERMAN et
al., 2005, BEZERRA Jr et al., 2009b).

1.2. Quitosana

Goiri et al (2009a), recentemente propuseram que fosse feito uso da
quitosana como aditivo na nutricdo de ruminantes, ja que ela atua de forma bem
parecida com os antibidticos ionoforos, modulando a fermentagdo ruminal e
maximizando a producéo e o desempenho animal, sem que a populacdo humana
seja exposta ao possivel risco de resisténcia antimicrobiana causada pelos
ionoforos.

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, ficando
atras somente da celulose, a quitosana ou também conhecido como quitosano é um
biopolimero natural (N-acetil-D-glicosamina) derivado da desacetilagéo alcalina da
quitina, sendo que, a variacdo no grau de desacetilacdo pode levar até a destruicéo
da quitosana quando ele for muito alto (LE DUNG et al.,, 1994). O grau de
desacetilagcdo também pode interferir na sua atividade antimicrobiana (VARUM &
SMIDSROD, 2005).

A quitina e a celulose sdo semelhantes estruturalmente, se diferenciando
apenas na substituicdo dos grupos hidroxilas do carbono-2 presente na unidade de
glicose da celulose por grupos acetilados (ANTONINO, 2007).
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Goy et al. (2004) diferencia a quitosana da quitina pela desacetilacdo do
carbono-2 por grupos aminas, que faz com que a quitosana tenha solubilidade em
solucbes aquosas de acidos organicos e inorganicos.

A quitina esta presente no exoesqueleto de moluscos, crustaceos, insetos,
nematoides e na parede celular de fungos e leveduras, sendo a quitosana entdo um
subproduto da industria pesqueira (ASSIS & SILVA, 2003). O Japao e os Estados
Unidos sdo os grandes produtores, pesquisadores e consumidores da quitosana
(HIRANO & NAGAO, 1989).

Devido a sua baixa toxicidade, baixa acao alergénica, e a sua alta atividade
antimicrobiana contra varios tipos de bactérias e fungos, a quitosana tem um papel
importante nas industrias alimenticia e farmacéutica, entre suas aplicacdes estéo:
Biofilme comestivel para aumentar o tempo de prateleira dos alimentos (AIDER,
2010), meio para liberacdo de medicacéo e vacinas, cicatrizantes (LARANJEIRA &
FAVERE, 2009), tratamento de agua e dejetos, agricultura e na indUstrias téxtil.
Além de outras propriedades como, se ligar em células cancerigenas, colesterol e
gorduras (MARTHUR; NARANG, 1990; ROBERTS, 1992; KURITA, 1986).

Na medicina veterinaria a quitosana foi primeiramente utlizada em
bandagens, curativos, tratamento para cicatrizacdo de feridas infectadas (SENEL et
al., 2004) e na prevencao de mastite em vacas de aptidao leiteira (MOON et al.,
2007). Para a nutricdo animal ela vem de forma a atuar na modulacdo da
fermentacdo e digestdo ruminal, melhorando o desempenho animal e sendo um
possivel substituto aos antibiéticos promotores de crescimento (GOIRI et al., 2009a).
Além de serem necesséarias doses minimas de quitosana para inibir a acdo de
determinados grupos de bactérias, sendo essa uma vantagem para utiliza-la como
aditivo (TANG et al., 2010).

Sua principal atividade é a acdo antimicrobiana contra as bactérias gram
positivas, ndo interferindo tanto nas bactérias gram negativas, e essa atividade
atinge seu pico em pH baixo (SENEL et al.,, 2004). Segundo Begin & Calsteren
(1999), as cargas positivas da quitosana interagem com as cargas negativas
presentes na superficie de bactérias, possivelmente competindo com ions de calcio

por sitios negativos e assim levando a quebra da membrana da bactéria.
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Mingoti (2013), realizou estudos com bovinos da raga holandesa, alimentados
com volumoso e concentrado na propor¢cdo de 50:50, onde administrou doses
crescentes de quitosana (0, 50, 100 e 150 mg/kg de peso corporal), e observou que
houve um aumento na digestibilidade da proteina bruta. Goiri et al. (20092; 2009b)
também observaram aumento na digestibilidade da proteina bruta da dieta, que
possivelmente seja um mecanismo de acdo da quitosana no intestino no animal.

Estudos indicam que o uso de quitosana na suplementacdo animal faz com
gue se eleve a razdo propionato:acetato, tornando as rotas de fermentacédo ruminal
mais eficientes e disponibilizando mais glicose ao animal. Além da diminuicdo da
perda de energia na forma de gés, ja que a producdo de metano cai, e
consequentemente reduz a concentracdo de poluentes eliminada pelos ruminantes
(RENNO, et al., 2011; PAIVA, 2015).

1. 3 Liquido da casca da castanha de caju

O Brasil € o segundo maior produtor de caju (Anacardium occidentale L.),
ficando atrds apenas da India. Sua producdo estd concentrada no nordeste
brasileiro, gerando emprego e renda para a regido (GUANZIROLI et al., 2009). Do
cajueiro é obtido o mesocarpo e a castanha (que contém a améndoa), da onde é
retirado um liquido, chamado de liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC). O
LCC é de cor escura, aspecto viscoso e caustico (BRUCE et al., 1990;
WASSSERMAN et al.,, 1948). As principais aplicacbes do LCC sdo em tintas,
vernizes, resinas, materiais elétricos, isolantes, adesivos, lubrificantes, aditivos,
antissépticos, vermifugos (Wallace, 2004; LUBI & THACHIL, 2000), inseticidas,
fungicidas, antioxidantes, cosméticos e medicamentos (ANDRADE et al., 2011).

Para se obter o LCC é preciso realizar uma extracdo mecanica, logo depois é
aguecido a 140°C, com agitacdo, sofrendo descarboxilacédo e retirando o CO:z e agua
(LUBI & THACHIL, 2000). Esse conteudo é filtrado, armazenado e passa a ser
chamado LCC térmico, que por sua vez, ndo possui cheiro forte, € atoxico e tem
baixa volatilizacdo (AMORATI et al., 2001; MAZZETTO et al., 2009).
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O LCC é descrito como oleo funcional, que além de suas propriedades
energéticas pode apresentar outras fungdes, como anti-inflamatério, antioxidante ou
antimicrobiano (CHAO, 2000; AMORATTI et al., 2001). Ele se destaca
principalmente pela sua ac¢do antimicrobiana, podendo ser um possivel substituto
aos antibidticos ionoforos. Nas Ultimas décadas ele vem sendo utilizado na
alimentacao animal (BEES et al., 2012).

A sua acdo antimicrobiana é principalmente em bactérias gram-positivas, do
mesmo modo que a quitosana, visto que as bactérias gram-negativas possuem uma
protecdo extra, uma camada de lipossacarideos que formam uma superficie
hidrofilica, diminuindo a permeabilidade a substancias hidrofébicas como o LCC
(BURT, 2004).

Estudos in vitro realizado por Parasa et al., (2011) sobre a acéao
antimicrobiana do LCC confirmam que bactérias gram-positivas como
Staphylococcus aureus e Propionibacterium acnes sao afetadas mais facilmente do
gue as bactérias gram-negativas.

Com a reducado das bactérias gram-positivas pode acontecer o crescimento,
mesmo que indiretamente, de bactérias gram-negativas
(Succinivibriodextrinosolvens, Selenomonasruminantiume Megasphaeraelsdenii),
essas bactérias sdo produtoras de propionato, fazendo com que seus niveis
aumentem e assim ocorra a diminuicdo da metanogenese (WATANABE et al.,
2010). McGinn et al. (2004) realizaram um estudo onde foi observado 22% de
reducdo na emissdo de gas metano em novilhas que receberam o LCC.

Estudos apontam que a utilizacdo de 6leos funcionais como o LCC levam a
melhorias na nutricdo, modulacao ruminal e melhora no desempenho de bovinos de
corte e leite, ovinos e caprinos (YANG et al., 2010; GERACI et al., 2012; ANASSORI
et al., 2011; TAGER & KRAUSE, 2011; TEKIPPE et al., 2011), e isso ocorre devido a
sua composicao: acido anacardico (30%), que tem atividade antimicrobiana e age da
mesma forma que os ionéforos monovalentes, o cardanol (50%) que atua como anti-
inflamatorio e antioxidante e o cardol (10%) (CORREIA et al., 2006; WATANABE et
al., 2010).

Segundo Platel & Srinivassan (1996), os oleos funcionais podem levar ao

aumento de secrecdo salivar, suco géastrico e pancreatico. Ele pode ser oferecido
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para ruminantes como aditivo tranquilamente, pois é considerado uma substancia
segura e gue nao causa danos a saude do homem, sendo aprovado pela Food and
Drug Administration (BAKKALI et al., 2008). Porém, uma precaucdo a ser tomada é
na quantidade que é oferecido ao animal, pois em doses altas ele vai reduzir a
digestibilidade de nutrientes e a producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(BEAUChEMIN & MCGINN, 2006; YANG et al., 2010), e isso pode levar ao efeito

contrario do esperado.

1.4 Ambiente ruminal

Segundo Kozloski (2002), o rimen é um ambiente diverso e Unico, onde
vivem trés tipos de microrganismos, as bactérias, que constituem de 60 a 90% de
toda populacdo microbiana (cerca de 200 espécies), 0os protozoarios e os fungos.
Esses microrganismos agem fermentando partes ou componentes dos alimentos,
que geram subprodutos como acidos graxos volateis (AGV), proteinas e vitaminas.
Lima et al. (2008) afirmam que a quantidade de subprodutos formada no rimen
depende do alimento ingerido pelo ruminante, da forma como ele é oferecido na
alimentacdo, além de se levar em conta a fisiologia ruminal (temperatura,
anaerobiose, pH) de cada animal.

Além disso, no rimen também sdo formados subprodutos que ndo sao
aproveitados pelos animais, como o metano (CH4) e 0 gas carbdnico (COz2), que sao
perdidos via eructacdo, levando a uma perda energética (VAN SOEST, 1994).
Segundo Johnson & Johnson (1995), é a digestibilidade quem determina o tipo de

produto gerado na fermentac&o microbiana.

1.5. pH Ruminal
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Na busca de ruminantes de alto rendimento, que precisam de mais nutrientes
para se manter e sustentar os elevados indices de producdo, a alimentacdo se
baseia em maiores teores de concentrado em relacdo ao volumoso. Visto que, o
volumoso manifesta menor concentracdo de nutrientes e menor taxa de degradacéo,
0 que diminui a ingestao de alimentos (JUNG & ALLEN, 1995).

Porém, os elevados teores de concentrado na dieta animal podem levar ao
surgimento de disfuncdes digestivas, que diminuem a producdo e causam O
comprometimento da saude animal, podendo em casos mais graves levar a morte
(MERTENS, 1997). O pH do rumen é fortemente influenciado pela variedade de
alimento consumido, e quem é responsavel por estabilizar o pH no rimen e evitar
algumas disfuncdes digestivas é a saliva, que age como um tamponante (OWENS e
GOETSCH, 1988; VAN SOEST, 1994).

O aumento na producdo de saliva acontece depois de estimulos causados
principalmente por particulas de alimentos fibrosos que chegam a parede do rimen,
pela mastigacao e pela ruminacdo (HARFOOT, 1981; HOOVER e STOKES, 1991).
Outra forma de estabilizar o pH € a absorcéo de acidos graxos volateis no rimen e a
producéo de sais a base de carbonato (VAN SOEST, 1982).

Segundo @rskov (1986), a queda do pH acontece logo apds a rapida digestado
do alimento, e pode atingir o seu valor mais baixo entre 30 minutos e 4 horas ap0s a
alimentacdo. Com os elevados indices de concentrado na alimentacdo, os
ruminantes podem expressar alguns problemas, como a dificuldade na secrecao de
saliva para manter o pH 6timo (entre 6 e 7).

Com a queda do pH também ocorre a diminuicdo na digestdo de proteina,
celulose, hemicelulose, pectina e em menor quantidade do amido (HOOVER &
STOKES, 1991). Além da diminuicdo da sintese de proteina microbiana em pH
menor que 6 (STROBEL & RUSSELL, 1986). @rskov (1988), afirmou que, casos em
que o pH chega a 6,2, ocorre uma diminuicdo na digestdo de fibra, causada pela
sensibilidade das bactérias fibroliticas que “trabalham” melhor em condi¢ées de pH
entre 6,7 e 7,1. Quando o pH fica menor que 6, hA um aumento no tempo de
colonizagdo das bactérias na fibra do alimento e consequente diminuicdo na
degradacéao da fibra (VAN SOEST, 1994).
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Todos 0s microrganismos que vivem no ramen precisam de uma faixa ideal
de pH para sua sobrevivéncia. Devido a anatomia do trato digestivo dos ruminantes
e a simbiose dos microrganismos, eles conseguem aproveitar de melhor forma os
nutrientes presentes na alimentacdo. A simbiose da microbiota ruminal € mantida
pelo pH. Para que o rimen tenha uma boa fermentacdo, e uma alta eficiéncia
microbiana, € preciso disponibilidade de proteina, energia, temperatura e pH. Além
disso, outras razbes como o tipo de alimento, relacdo concentrado:volumoso,
qguantidade de tratos durante o dia e temperatura da dgua consumida, podem alterar
0 pH ruminal e diminuir a eficiéncia microbiana em aproveitar os alimentos (MOULD
& ORSKOV, 1983).

1.6. Amoénia e Nitrogénio Amoniacal (N-NH3)

De grande importancia para o ambiente ruminal, o N-NH3 é consumido pelos
microrganismos ruminais como fonte de nitrogénio para a sintese proteica. A amonia
€ a principal fonte de nitrogénio na sintese proteica de bactérias fermentadoras de
carboidratos estruturais (RIBEIRO et al., 2001). A quantidade de N-NH3 presente no
rimen varia conforme a taxa de degradacéo do alimento ingerido, da fonte proteica
e do seu aproveitamento por parte dos microrganismos que vivem no rdmen
(MANELLA et al., 2003).

Segundo Firkins (1996) é fundamental que exista um equilibrio no rimen
entre a quantidade de nitrogénio e energia para que ele consiga maximizar a
producdo de proteina. E também, as bactérias conseguem utilizar os aminoacidos
para sintese de proteina microbiana e do mesmo modo fermenta-los para serem
consumidos como fonte de energia (RIBEIRO et al.,, 2001). Além do mais, a
disponibilidade de proteina e energia no rimen € de enorme relevancia para a
sintese microbiana, ja que as bactérias possuem em meédia 50% de proteina, 20%
de RNA, 18% de carboidratos, 9% de lipideos e 3% de DNA (NOCEK e RUSSELL,
1988).

O tipo de alimento consumido tem influéncia na concentracdo de nitrogénio

amoniacal, quando esses alimentos apresentam maiores quantidades de nitrogénio
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ndo proteico ou proteinas sollveis, os niveis de amdnia e aminoacidos no liquido
ruminal aumentam (RUSSEL et al., 1992; SILVEIRA et al., 2006). Forrageiras de
inverno apresentam maior digestibilidade e elevados teores de nitrogénio
degradavel, que consequentemente aumentam a disponibilidade de nitrogénio do
riumen (SILVEIRA et al. (2006). Por outro lado, as forrageiras tropicais apresentam
menores quantidades de proteina (<7%) e consequentemente € menor a quantidade
de amoénia presente no rumen apoés a ingestao delas (KABEYA et al., 2002).

Para que se consiga a manutencdo basal do rimen € preciso no minimo 5
mg/dL de nitrogénio amoniacal (SATTER & SLYTER, 1974) e para a méaxima
eficiéncia é preciso 23 mg/dL de nitrogénio amoniacal (MEHREZ et al, 1977).

Manella et al., (2003) realizaram estudos em bovinos na fase de recria,
recebendo pastagem de Brachiaria brizantha, ou suplementagcao proteica ou acesso
a bancos de proteina (Leucaena lecocephala), para observar as caracteristicas da
fermentacdo ruminal, ele observou maiores concentragdes de N-NHs nos
tratamentos em que os animais foram suplementados com proteina (7,4 mg/dL), do
gue os tratamentos em que o0s animais foram mantidos somente em pastejo (2,0
mg/dL) ou o tratamento em que o animal tinha acesso ao banco de proteina (1,3
mg/dL).

Carvalho et al. (1997b), sugere que as quantidades necesséarias de aménia
sao diferentes, em casos de digestao de fibras ingeridas na dieta € preciso maiores
guantidades, comparado aos casos de crescimento bacteriano, que ndo precisam de
grandes quantidades de amoénia para se chegar a sua elevada eficiéncia. Nrc (1996),
comenta que para a sintese de proteina € necessario a mesma quantidade de
proteina degradada no ramen, indicando que a reciclagem e a absor¢cdo de amonia

podem ser diminuidas se a dieta estiver balanceada.

1.7. Gas Metano (CHa)

Segundo Valadares filho & Pina (2006) a concentracdo de CH4 no ramen

pode chegar a 40% e a de CO:2 pode chegar a 60%. A producdo de metano sofre
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influéncia da quantidade de bactérias, nicotinamida adenosina difosfato (NADH) e H2
gue se encontram no rumen, além de ser influenciada pela alimentagéo.

Dietas com maior teor de fibras favorecem o desenvolvimento de bactérias
fibroliticas, que elevam a producédo de acetato e butirato, causando a liberacdo de
maiores quantidades de H2, que ficam disponiveis para as bactérias metanogénicas
produzirem gas metano (NUSSIO et al., 2006).

Alguns aditivos, como a quitosana e o LCC se mostram bastante promissores
na diminuicdo da perda de energia na forma de gas, ja que eles diminuem a
producdo de metano e a concentragcdo de poluentes que séo eliminados pelos
ruminantes (RENNO, et al., 2011; PAIVA, 2015).

1.8. Técnica de Avaliacdo de Digestibilidade

Com o objetivo de maximizar a qualidade da suplementacdo, diminuir os
custos, e analisar novos possiveis aditivos na alimentacdo de ruminantes, as
industrias de nutricdo, assim como as entidades de pesquisa e universidades, fazem
0 uso de técnicas de avaliacdo de alimentos.

Para se analisar alimentos é preciso 0 uso de técnicas eficientes e seguras,
gue ajudem a trazer dados coerentes, confiaveis e facilite a pesquisa (MERTENS,
2005). Na avaliacdo de digestibilidade é bastante comum se fazer uso da técnica in

vitro:

1.8.1. Técnica Digestibilidade in vitro

E considerado o método padrdo de digestibilidade in vitro o proposto por Tilley
e Terry (1963), essa técnica é composta de duas etapas: 12 Incubagdo de amostras
individuais do contetdo ruminal e solucdo tampéo, e a 22 apdés 48 horas de
incubacédo do residuo é adicionado pepsina para que aconteca a digestdo em meio
acido (TILLEY & TERRY, 1963). Para realizacdo dessa técnica é necessario um
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bovino fistulado provido de canula ruminal, que serd o animal doador de liquido
ruminal.

A técnica consiste em deixar os saquinhos de TNT (tecido ndo tecido —
100g/m?) contendo as amostras dos alimentos que serdo analisados em contato com
o liquido ruminal (in6écuo), reproduzindo o processo de fermentacdo ruminal que
ocorre no animal in vivo (temperatura, pH, solucdo tampdo, anaerobiose e
microrganismos), durante 48 horas (SILVA & QUEIROS, 2002).

Segundo Mizubuti et al., (2009), a técnica de digestibilidade in vitro de matéria
seca traz resultados bastante especificos, visto que ela simula um meio anaerébico
idéntico ao riumen, onde ocorre degradacdo de nutrientes e acdo enzimatica de
forma bastante parecida com a que ocorre in vivo.

Porém, alguns fatores devem ser levados em consideracdo para que nao
afetem os resultados esperados, como a fibra fornecida ao animal doador de liquido
ruminal, o tamanho da particulas de amostras e o pH do inbécuo, jA que os

microrganismos sdo sensiveis a pequenas variacdes de pH (CHERNEY et al., 1993).

2. OBJETIVO DA PESQUISA
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a inclusdo do liquido da castanha de caju e da quitosana
isoladamente ou em associacdo sobre a digestibilidade in vitro de nutrientes de

diferentes dietas.
2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a Digestibilidade in vitro da matéria seca e de nutrientes de diferentes
dietas com a adicdo de quitosana.

Avaliar a Digestibilidade in vitro da matéria seca e de nutrientes de diferentes
dietas com a adicéo de liquido da casca de castanha de caju.

Avaliar a Digestibilidade in vitro da matéria seca e de nutrientes de diferentes

dietas com a associacdo de quitosana e liquido da casca da castanha de caju.
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Avaliar o pH e a concentracédo de nitrogénio amoniacal do liquido ruminal in
vitro de diferentes dietas com a adicdo de quitosana e LCC como moduladores da
fermentacao ruminal

Observar se a associacao da quitosana e do liquido da casca de castanha de

caju podera trazer beneficios para a nutricdo animal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Realizacdo do Experimento

O experimento foi realizado em duas partes, que foram conduzidas nas
dependéncias do laboratério de Avaliacdo de Co-Produtos de Oleaginosas (LACO —
IMPAC 2 — FINEP/UFGD) e no Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA) da Faculdade
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados,
Estado de Mato Grosso do Sul. Conforme normas da Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA), pertencente a Universidade Federal da Grande Dourados,
protocolo n° 023/2015 — CEUA/UFGD.

No laboratério continham duas incubadoras in vitro TE — 150 (Tecnal®) com
capacidade para 4 jarros cada (Figura 1), além de todos 0s outros materiais
necessarios como: balanca analitica, termémetro, pHmetro, CO: e garrafas térmicas.

Como doadores de liquido ruminal foram utilizados 2 bovinos adultos,
machos, castrados, mesticos, com peso médio de 350 kg, providos de canula
ruminal, mantidos em baia individual (3x6m). Os tratamentos eram constituidos de 4
dietas associadas com 4 aditivos, totalizando 16 tratamentos (4X4=16). As dosagens
do tratamento utilizadas foram: Controle (sem adicdo de aditivos), LCC (600mg/Kg
de MS), Quitosana (900mg/Kg de MS), e o LCCQ (600mg/Kg de MS de LCC +
900mg/Kg de MS de quitosana).
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Ti"’ s b R : N A BT N L
Figura 1: Incubadora in vitro TE — 150 (Tecnal®) com
capacidade para 4 jarros (Fonte: Acervo da autora, 2018).

Como volumoso utilizou-se feno de Tifton 85 e como concentrado utilizou-se
milho (60%) e farelo de soja (40%), em 4 relagbes volumoso:concentrado (100:0,
50:50, 40:60 e 20:80) (Tabela 1). Realizou-se a analise bromatologica dos alimentos

utilizados no experimento (Tabela 2).

Tabela 1. Relacdo Volumoso:Concentrado

Relagéo V:C Feno Milho Soja
100:0 0,509 Og Og
50:50 0,259 0,15¢g 0,109
40:60 0,20g 0,189 0,129

20:80 0,109 0,249 0,169
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Tabela 2. Composi¢éo quimica dos alimentos utilizados nas dietas experimentais

FDN FDA EE
Alimento MS  CZ(%MS) PB (%MS)  (%MS) (%MS)  (%MS)
Feno 86,81 10,13 13,03 86,21 2533 2,86
Milho 74,74 2,74 10,50 71,14 587 30,07
Farelo de Soja 77,60 7,74 40,16 48,27 17,18 17,28

MS = Matéria Seca, CZ = Cinzas, PB = Proteina Bruta, FDN = Fibra em Detergente Neutro, FDA = Fibra em Detergente Acido
e EE = Extrato Etéreo.

Foi utilizada a metodologia descrita por Tilley & Terry (1963) modificada por
Holden et al. (1999) para determinar a digestibilidade in vitro de matéria seca
(DIVMS), onde € manipulado um rumen artificial (incubadora in vitro TE — 150
Tecnal®), baseando-se na técnica de inoculacdo de substratos em saquinhos de
TNT, permitindo a avaliacdo de grandes quantidades de amostras de uma Unica vez.

As andlises realizadas na primeira parte foram as seguintes: Determinacéo de
matéria seca (método 930.15; AOAC, 2000); proteina bruta utilizando a técnica
Kjeldahl de destilagdo (método 954.01: AOAC, 2000) e fibra detergente neutro (VAN
SOEST, 1963; 1991). Na segunda parte foram realizados a mensuragcédo do pH com
a utilizacdo do pHmetro digital e coleta de material para andlise de nitrogénio
amoniacal ruminal (NAR) pela técnica de micro-Kjeldahl, com a adicdo de hidroxido
de potassio, segundo metodologia descrita por Detmann et al. (2012). Para a coleta
das amostras foi realizado nas tampas dos jarros incubados uma adaptacdo com
valvulas e um sistema de trés vias, tipo Bussen, que permitia a liberacdo dos gases
produzidos durante a fermentacao (DIAZ, 2013), e com uma seringa de 20mL eram
puxados 10mL do in6cuo que seguiam para potes contendo 1mL de acido cloridrico.

A confeccgdo de saquinhos de tecido ndo tecido (TNT — 100g/m?) foi realizada
conforme descrito por Casali et al (2008), onde eles eram cortados e selados no
tamanho de 5,0 x 5,0 cm, depois eram pré lavados em acetona durante 3 a 5
minutos para remover um surfactante que possa dificultar a digestdo microbiana,
entdo eram secos completamente e pesados em balanca analitica. Em seguida a
balanca era zerada (tara) e era pesado 0,5g de amostra, moida em peneira de crivo
de 2mm, respeitando a relagéo V:C (100:0, 50:50, 40:60 e 20:80) (Figura 2). Todos
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0s saquinhos eram selados e identificados, para serem colocados nos jarros de
digestdo da incubadora in vitro TE — 150 (Tecnal®).

Figura 2: Balanga analitica utilizada para pesar as amostras de alimentos utilizados no experimento
(Fonte: Acervo da autora, 2018).

3.1.1. Parte | do experimento

3.1.1.1 Preparo dos equipamentos

Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso em arranjo fatorial 4X4 (4
dietas X 4 aditivos) na parte | do experimento e na parte Il o arranjo de parcelas
subdivididas (onde a parcela é a dieta e a subdivisao sdo os tempos de coleta).

As duas incubadoras eram ligadas previamente (temperatura e rotacdo) para
gue mantivessem a estabilidade de temperatura dos jarros de digestdo (39°C —
41°C). As solucbes tampao também foram mantidas na temperatura de 39°C no
banho-maria e as garrafas térmicas e os beckers também foram pré-aquecidos a

uma temperatura proxima a 39°C para a coleta de liquido ruminal.
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Para as incubacdes utilizaram-se as solugdes tampéo de Kansas (MARTEN &
BARNES, 1980; SILVA & QUEIROZ, 2002), que foram preparadas da seguinte
forma: Solugdo A (gramas/L): 10,0g KH2P04; 0,5 g MgS0O47H20; 0,5 g NaCl; 0,1 g
CaCl22H20; 0,5 g ureia, e a solugdo B (gramas/100mL): 15,0 g Na2COs; 1,0 g
Na2S.9H20. Antes da incubacéo a solugdo B era misturada na solugao A na relagéao
1:5 até a solugéo A atingir o pH de 6,8 e sempre na temperatura constante de 39°C.

3.1.1.2 Coleta do material

Foram coletados dois litros de liquido ruminal por animal, sempre no periodo
da manha, antes da primeira refei¢cdo, via canula ruminal, com o Becker. Logo em
seguida ele era filtrado em quatro camadas de gaze e despejado em uma garrafa
térmica previamente aquecida, purgada com CO:2 para manter o ambiente
anaerobico durante o transporte e fechada hermeticamente (Figura 3). No

laboratorio o material coletado foi homogeneizado para ser utilizado nas incubacdées.

Figura 3: Material para a coleta de liquido ruminal: Garrafa térmica aquecida e com COz, botijao
de COg, becker coletor de liquido ruminal e gaze para filtrar o liquido ruminal (Fonte: Acervo da
autora, 2018).
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3.1.1.3 Digestibilidade in vitro de matéria seca

Para iniciar a incubacéo foi retirado da incubadora um jarro por vez, onde
foram colocados 16 saquinhos de tecido n&o tecido (TNT — 100g/m?), sendo 4
saquinhos de cada relacdo volumoso:concentrado, distribuidos de forma aleatoria
nos dois lados da diviséria do jarro, foram colocados também mais 2 saquinhos sem
amostras (branco), em seguida foram adicionados a solucdo tampéao (1600ml) e o
liquido ruminal (400ml), aplicando o CO:2 durante trinta segundos e fechando a
tampa do jarro, que voltava para a incubadora.

Cada jarro continha todas as relacfes V:C, em quatro repeticdes e em cada
um foi aplicado um tratamento, o primeiro jarro era o controle (C), neste nao
continha nenhum aditivo, no segundo foi adicionado 0,11g de quitosana (Q), no
terceiro 0,08g de liquido da casca da castanha de caju (LCC) e no quarto jarro foi
adicionado 0,11g de quitosana e 0,08g de liquido da casca da castanha de caju
(Q+LCC) (Figura 4).

A quitosana utilizada tinha grau de desacetilacdo >850g/kg, 0,32g/ml de
densidade, pH 7,90, <200cPs de viscosidade, cinza total de 1,359/100g e perda na
secagem de 9,3g/100g. Ela foi adquirida da empresa Polymar®, Fortaleza, Ceara,
Brasil.

O liquido da casca da castanha de caju utilizado apresentou a seguinte
composicao, cardanol (73,3%), cardol (16,4%) e 2-metilcardol (3,0%) e foi fornecido
pela empresa Usibras, situada na cidade de Aquiraz, estado do Ceara, Brasil.

A incubacéo foi realizada em dois estagios, sendo o primeiro descrito como
fase fermentativa, onde ocorreu a digestao ruminal, com a duracdo de 48 horas sob
temperatura (39°C — 41°C) e rotacdo continua. Logo apds, se iniciou a segunda fase,
chamada de fase quimica, simulando a digestdo no abomaso (em meio acido), onde
cada jarro foi retirado da incubadora e adicionado 40 mL de acido cloridrico (HCL
6N) e 8 gramas de pepsina (Sigma 1:10000) e logo em seguida voltavam para a
incubacéo, esse procedimento se repetiu em todos os jarros, conforme descrito por
Holden (1999). A incubacéo continuou por mais 24 horas sob temperatura e agitacéo

continua. Ao fim da incubacao, todos os saquinhos foram retirados dos jarros e
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lavados em &gua corrente, e seguiam para a secagem em estufa (55°C), e depois de
12 horas foram pesados.

Para se obter a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), foi utilizado
o calculo da diferenca da quantidade de nutrientes da amostra antes e depois da
incubacédo, assim como foi feito também para a fibra detergente neutro (DIVFDN) e
proteina bruta (DIVPB).

Figura 4: Jarros incubados na incubadora in vitro TE-150, nos
jarros contém as amostras de alimento, in6cuo, solugdo tampéo e
os tratamentos: controle(l), quitosana(2), liquido da casca da
castanha de caju(3) e quitosana + liquido da casca da castanha de
caju(4) (Fonte: Acervo da autora, 2018).



33

O célculo para DIVMS é utilizando o residuo final da incubagéo, pela seguinte
formula (ANKON, 2017):

A — (B—-Br)x100

DIVMS =
A

Onde: A é a matéria seca inicial = peso da amostra x 228MS/100; B: é a
matéria seca residual = peso do saquinho com residuo seco — peso do saquinho —

Br; e Br é o branco, que consiste em saquinhos vazios.

3.1.1.4 Determinagéo de fibra detergente neutro

A fibra € um componente estrutural, que forma a parede celular de plantas e
apresenta alta resisténcia e baixa solubilidade em meio aquoso. E ela quem auxilia
no processo de ruminagdo, mantendo as fung¢des normais dos ruminantes. Para
determinacao de fibra detergente neutro foi utilizado uma solugéo detergente neutra
gue dissolve as substancias mais facilmente digeridas e o contetdo celular das
plantas, como as proteinas, carboidratos e lipidios, restando apenas o residuo
fibroso (parede celular) que é constituido de celulose, hemicelulose, lignina e
proteina lignificada.

Apbés a determinacdo de DIVMS parte dos saquinhos foram para a
determinacdo de FDN, no determinador de fibra TE — 149 (Tecnal®). Utilizou-se
metade dos saquinhos, 8 saquinhos de cada jarro, sendo 2 saquinhos de cada
relacdo V:C de cada tratamento (C, Q, LCC e Q+LCC).

As amostras passaram por uma lavagem, ficando imersos em uma solugao
de detergente neutro aquecida a 95°C durante uma hora. Os saquinhos foram entao
lavados duas vezes com agua destilada quente e uma vez com acetona, esperou-se

a secagem dos saquinhos em temperatura ambiente até a evaporacao da acetona e
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logo depois seguiram para a estufa a 105°C por 12 horas, para se determinar
DIVFDN através da diferenca dos pesos do saquinhos.

3.1.1.5 Determinacédo de proteina bruta

Para a determinacdo de proteina bruta foi utilizada a outra metade dos
saquinhos (oito de cada jarro), que foram abertos e seu conteudo foi transferido para
os tubos de digestdo e submetidos ao método de Kjeldahl (digestdo, destilacdo e
titulacdo). Este método determina o nitrogénio presente na matéria organica da
amostra, incluindo o nitrogénio proteico propriamente dito e outros compostos
nitrogenados ndo proteicos. Ele se fundamenta numa digestdo acida, onde o
nitrogénio da amostra € transformado em amonio (NH4*), separado por destilacéo e
por fim é titulado.

ApoOs a transferéncia das amostras para os tubos de digestao, foi adicionado
também 2 gramas de mistura digestora (K2SO4=CUSQO4.5H20+Se) e 5 mL de &cido
sulfarico concentrado, os tubos foram levados para a capela de exaustdo de gases
em placas digestoras e gradativamente alcancaram a temperatura de 350°C. Apds a
digestdo as amostras apresentaram a coloracdo verde claro, indicando a
transformacdo do nitrogénio em amoénio. Logo que saem da placa digestora, as
amostras sédo resfriadas com agua destilada e seguiram para a destilacéo.

O tubo segue para o conjunto de destilacdo, la& sofre a adicdo de NaOH
(Hidréxido de sédio), que junto com a amostra é destilado em erlenmeyer de 125 mL
contendo 20 mL de acido borico e vermelho de metila (cor rosa), o volume total do
destilado foi de 50 mL em todas as amostras e a coloracéo dele passou para verde
claro. Em seguida o destilado sofre titulagcdo com HCI até a viragem do indicador que
acontece quando a mistura de cor verde claro volta para o rosa. O célculo da % de

nitrogénio da amostra € obtido pela formula a seguir:

V.N.f.14.100
peso da amostra (mg)

% deN =
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3.1.2. Parte Il do experimento

3.1.2.1 Preparacado das amostras e incubacéo

A segunda parte do experimento foi conduzida em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4x4, em que as relacdes volumoso:concentrado e 0s
tratamentos foram os mesmo utilizados na parte 1.

As incubacdes in vitro foram realizadas de forma isolada, onde cada jarro
recebeu uma combinacédo de volumoso:concentrado (100:0, 50:50, 40:60 e 20:80)
juntamente com o aditivo (C, Q, LCC e Q+LCC) para posterior determinacéo de pH,
nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) e coleta de material para uma possivel analise
de &cidos graxos volateis.

As amostras de cada relagdo concentrado:volumoso foram colocadas nos
jarros juntamente com as doses de aditivos e a solucdo, que por sua vez, foram
calculados com base na quantidade final de amostra coletada ao longo do dia
(Figura5 A e B).

Figura 5: A: Amostras dos alimentos utilizados no experimento sendo colocado nos
jarros. B: Liquido ruminal sendo colocado logo apds os alimentos, depois seguiam
para a incubacéo in vitro (Fonte: Acervo da autora, 2018).
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Para a coleta das amostras foi realizado nas tampas dos jarros incubados
uma adaptacdo com valvulas e um sistema de trés vias, tipo Bussen, que permitia a
liberacdo dos gases produzidos durante a fermentacéo (DIAZ, 2013).

Durante a incubacdo as amostras foram coletadas em intervalos de 2 horas,
iniciando no tempo O (zero), seguidas do tempo 2, 4, 6 e 8, totalizando 5 coletas ao
longo do dia (Figura 6), este procedimento foi realizado em todas as incubacgdes. Em
cada coleta foi retirado 30 mL de liquido ruminal tamponado, desses, 10 mL foram
utilizados imediatamente apos a coleta para mensurar o pH, com a ajuda de um
pHmetro digital, outros 10 mL foram colocados em potes plésticos contendo 1 mL de
acido cloridrico (HCL) 1:1, que interrompe a fermentacdo e reduz pH, evitando a
volatilizacdo do NAR. E os ultimos 10 mL foram colocados em potes plasticos,
refrigerados e posteriormente congelados para uma futura determinacédo de acidos

graxos volateis.

N

Figura 6: Coleta de liquido ruminal que acontecia de 2 em 2
horas através das adaptacdo nas tampas dos jarros. (Fonte:
Acervo da autora, 2018)
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3.1.2.2 Avaliagao de pH ruminal

Para avaliacdo do pH ruminal foram coletadas amostras de 10 mL de liquido
ruminal nos tempos 0 (logo apos a incubacéo), 2, 4, 6, e 8. O pH era observado

imediatamente apos a coleta em pHmetro digital (Figura 7).

e Y S ¥
g RN s R o
R s T e

par aferigo do p s

Figur 7 Fotografia do pHmetro digital utilizado
amostras (Fonte: Acervo da autora).

3.1.2.3 Avaliacao de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR)

Para determinacédo dos teores de NAR, realizada no destilador de nitrogénio
modelo SL — 74 (SOLAB®), as amostras sofreram centrifugacdo prévia a 3.000 r.p.m
durante 15 minutos, em duplicata, em seguida foram coletados 2 mL do
sobrenadante (Figura 8 A e B) e colocados no tubo de digestéao; adicionaram-se 20
mL de agua destilada e 5 mL de hidréxido de potassio (KOH) em cada tubo, que
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seguiram para o destilador (Figura ), o destilado foi recebido no erlenmeyer de 250
ml, contendo 10 ml de &cido borico 2% e 3 gotas de vermelho de metila, até
completar 50 ml e foi realizada a titulacdo com &cido cloridrico na concentracéo
0,005 mol/L (Figura 9 A e B).

Figura 8: A: Amostras de nitrogénio amoniacal ruminal na centrifuga. B: Sobrenadante das amostras

de nitrogénio amoniacal ruminal que sofrerd a destilagcao. (Fonte: Acervo da autora, 2018).
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3 |
Figura 9: A: Amostra no conjunto de destilagdo do laboratério de nutricdo animal. B: Titulagdo com
acido cloridrico de amostras de NAR depois de passarem pela destilagdo (Fonte: Acervo da autora,
2018).

3.1.3 Andlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o programa SAS®
9.2 (2009). Os dados coletados das analises foram comparados com o tratamento
controle utilizando o teste de Tukey (a = 0,05 de probabilidade).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, em arranjo
fatorial 4x4, com quatro relag6es volumoso:concentrado (100:0, 50:50, 40:60 e
20:80), e quatro aditivos, sendo o controle (C), quitosana (Q), liguido da casca a
castanha de caju (LCC) e quitosana mais liquido da casca de castanha de caju
(Q+LCC).

O modelo matematico utilizado foi: Yij = y +Bk + Di +Lj+DLij+eij; Yij = p +Di

+Lj/Di+eij; Em que: k= blocos (variando 1 a 3); i= Dieta (variando de 1 a 4); j= Niveis
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de aditivos (variando de 1 a 4); Di = O efeito da dieta, variando de 1 a 5; Lj = Efeito
principal do aditivo; Dij= Efeito da interagdo da dieta com os aditivos; Lj/Di = Efeito
dos aditivos dentro da dieta, quando significativa a interacao; e eijk= erro.

Utilizou-se também o arranjo de parcelas subdivididas, onde a parcela é a
dieta, composta por 4 relagdes volumoso:concentrado (100:0, 50:50, 40:60 e 20:80)
e os aditivos C, Q, LCC e Q+LCC, e a subdivisdo sdo os tempos de coleta de
amostras (hora 0, 2, 4, 6 e 8).

O modelo linear para o experimento em parcelas subdivididas no
delineamento em blocos ao acaso é dado por: yijk = g + Ti + yk + (Ty)ik + Bj + (TR)ij +
(TBY)ijk,:i=1,2,...,aj=1,2,....bk=1,2,....,r. Em que: a) y ijk é o valor observado no i-
ésimo tratamento, k-ésimo bloco e j-ésima subparcela; b) y € uma constante; c) 1i é
o efeito da i-ésima ragao; d) y k € o efeito do k-ésimo bloco; e) (1y) ik é o residuo da
parcela; f) B j é o efeito do j-ésimo suplemento mineral; g) (TB) ij é a interagao entre a
i-ésima racdo e o0 j-ésimo sumplemente mineral; h) (TBy) ijk € o residuo da

subparcela.

Todos os dados coletados foram desdobrados em polinbmios ortogonais, onde se
permite a analise de variancia e regressdo pelo comando PROC MIXED do
programa Statistical Analysis System versao 9.2 (SAS, 2009), de acordo com suas
distribuicdes. Quando as interacbes forem significativas elas serdo desdobradas,
com o estudo de um efeito dentro do outro e, analisadas mediante o modelo de

regressao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado efeito para a dieta (P=<0,001) na DIVMS, porém, nao foi
observado efeito na interacdo (P=0,9878) e na utilizacado do aditivo (P=0,3096). Na
DIVMS (Tabela 3) todas os valores diferiram entre si, onde a maior média foi
observada na dieta com relacdo V:C de 20:80 e a menor média da DIVMS foi a de

relacdo V:C de 100:0 com 27 pontos de diferenca entre eles. As médias das dietas
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que receberam o tratamento Controle e Q+LCC (0,77 e 0,77) permaneceram
estatisticamente iguais, seguidas pelo tratamento LCC (0,78) e Quitosana (0,78). Na
figura 10 observamos o aumento linear para DIVMS quando passamos de uma dieta

100% volumoso para uma dieta 20% volumoso e 80% concentrado.

Tabela 3: Digestibilidade in vitro de matéria seca das amostras experimentais

Dietas Valor de P
Aditivo 100:0 50:50 40:60 20:80 Média EPM aditivo  dieta inte
Controle 0,62 0,76 0,83 0,87 0,77 0.7945
Quitosana 0,62 0,79 0,84 0,89 0,78 0.8012
LCC 0,60 0,77 0,84 0,88 0,78 0.8078
Q+LCC 0,58 0,77 0,82 0,87 0,77 0.7945
Média 0,60d 0,77c 0,83b 0,87a 0,3096 <0.001 0,9878

EPM: Erro padréo da média.
Médias seguidas por letras minusculas na linha ndo diferem pelo teste de Tukey.
Médias seguidas por letras mailusculas na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Figura 10: Digestibilidade in vitro de matéria seca das amostras experimentais
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No presente trabalho observamos que os valores da DIVMS no tratamento

Quitosana coincidem com estudos conduzidos por Wencelova et al. (2014), que
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relataram que a adicdo de quitosana diminui a digestibilidade da MS e FDN em
dietas com alto teor de volumoso. Jacauna (2016) em estudos realizados com
diferentes niveis de inclusdo de quitosana na dieta de ruminantes também sugere
gue a quitosana afeta negativamente a digestibilidade da MS, e quando comparada
com dietas 100% volumoso e dietas que apresentam volumoso e concentrado a
quitosana afeta menos a digestibilidade nesta ultima.

Goiri et al. (2009a) e Goiri et al. (2009b), observaram que a reducao da
digestibilidade em dietas que receberam quitosana e eram compostas por volumoso
foi menor do que as dietas que receberam quitosana e que foram compostas por
volumoso e concentrado. Esse resultado pode ser explicado pelas mudancas na
composicdo da dieta, visto que dietas onde contém concentrado o FDN é menor e a
proteina bruta é maior, aumentando a digestibilidade dos nutrientes.

Na DIVFDN (Tabela 4) ndo houve efeito na dieta (P=<0,108), da mesma
forma, também nédo efeito na interacdo (P=0,9657) e na utilizacdo do aditivo
(P=0,8089). Na DIVFDN é possivel observar que a maior média foi percebida na
dieta em que o aditivo era a quitosana (0,61), as dietas controle e LCC

permaneceram iguais e a dieta Q+LCC foi a menor (0,42).

Tabela 4: Digestibilidade in vitro de fibra detergente neutro das amostras
experimentais

Dietas Valor de P
Aditivo  100:0 50:50 40:60 20:80 Média EPM aditivo dieta inte

Controle 059 047 065 0,55 0,56 0,044
Quitosana 0,61 0,60 0,64 0,58 0,61 0,046

LCC 061 050 053 062 056 0,035
Q+LCC 0,46 0,35 0,36 0,52 0,42 0,047
Média 057 048 055 057 0,55 0,043 0,8089 <0.108 0,9657

EPM: Erro padrédo da média.
Médias seguidas por letras minasculas na linha ndo diferem pelo teste de Tukey.
Médias seguidas por letras mailsculas na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey.

O tratamento que recebeu Q+LCC obteve a menor taxa de DIVMS, assim
como, as dietas que receberam o LCC associado ou ndo a quitosana obtiveram

menor taxa de DIVFDN comparada com a dieta que recebeu apenas a quitosana. E
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quando comparado com a DIVPB a quitosana apresentou maior taxa de
digestibilidade do que o LCC.

Goiri et al. (2010) observou em pesquisas com ovinos suplementados com
quitosana, que a digestibilidade de FDN sofria uma reducdo comparada com as
dietas que ndo recebiam suplementacdo. Esse resultado € explicado pelas
alteracées nos padrbes de fermentagdo ruminal, onde a aplicagdo da quitosana
(>85% de desacetilacdo) encaminha-se a reducdo das atividade dos protozoarios
em até 56%, melhorando a producdo das bactérias no rimen e minimizando a
metanogénese e a matéria organica fermentavel (BELANCHE et al., 2015).

Se observou (Tabela 5) efeito na dieta (P=<0,001) na DIVPB, entretanto, ndo
houve efeito na interacdo (P=0,9567) e na utilizacdo do aditivo (P=0,8809). Na
DIVPB todas as médias das dietas diferem entre si, e é possivel observar que a
maior média da DIVPB foi percebida na dieta com relagdo V:C de 20:80 e a menor
média da DIVPB foi a de relagédo V:C de 100:0, com a diferenca de 45 pontos entre
elas. A média na DIVPB do tratamento com Quitosana foi 0 mais elevado e a menor
média foi observada no tratamento Q+LCC. Na figura 11 observamos o aumento na
DIVPB quando passamos de uma dieta 100% volumoso para uma dieta 20%

volumoso e 80% concentrado.

Tabela 5: Digestibilidade in vitro de proteina bruta das amostras experimentais.

Dietas Valor de P
Aditivo 100:0 50:50 40:60 20:80 Média EPM aditivo dieta inte

Controle 0.22 0.36 050 0.64 0.43 0.0405
Quitosana 0.20 0.39 057 0.76 0.48 0.0379

LCC 0.18 040 048 0.69 0.44 0.0389
Q+LCC 020 033 052 0.52 0.39 0.0389
Média 020 037 052 0.65 0,8809 <0.001 0,9567

EPM: Erro padréo da média.
Médias seguidas por letras minasculas na linha ndo diferem pelo teste de Tukey.
Médias seguidas por letras mailsculas na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Segundo Van Der Werf et al. (1996), quando a taxa de DIVPB é menor ha
uma melhor manutengcdo do nitrogénio e elevacdo dos aminoacidos do intestino
delgado, ocasionando em quantidade de aminoacidos maiores para serem utilizados
na reproducdo, musculos e proteina do leite. Contudo, Diaz (2013), em estudos
verificou que o nivel de inclusdo de até 0,5g/kg de MS de LCC aumentou a DIVMS,

e gue valores maiores que este levavam a uma queda na DIVMS.

Figura 11: Digestibilidade in vitro de proteina bruta das amostras experimentais.
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No pH (Tabela 6) se observou efeito na dieta (P=<0,001), na interagcao
(P=<0,001) e no aditivo (P=<0,001). A maior média de pH foi na dieta que recebeu o
tratamento Q+LCC (6.70), seguida pelo tratamento Quitosana (6.69), LCC (6.60) e
Controle (6.55). Entre as dietas a média mais elevada de pH foi na 100:0 (6.98a),
seguida pela 40:60 (6.74b), 50:50 (6.57c) e 20:80 (6.24d). Nao se observou variacéo

no efeito linear e efeito quadratico em nenhum dos tratamentos.
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Tabela 6: Valores de pH obtidos apds coletas nos jarros digestores

Dietas Valor de P

Aditivo 100:0 50:50 40:60 20:80 Meédia EPM L Q

Controle 6.97 6.69 6.68 587 6.55d 0,1846 0,0069 0,0050
Quitosana 7.03 6.67 6.71 6.35 6.690 0,1270 0,0078 0,0249
LCC 701 644 6.74 6.23 6.60c 0,1516 0,0141 0,0490
Q+LCC 695 648 685 6.52 6.70a 0,1102 0,0675 0,1833

Média 6.98a 6.57c 6.74b 6.24d 6,63 0,1433

L = efeito linear ; Q = efeito Quadratico

Aditivo (P<0,001); V:C (P<0,001); Inteiracéo (P<0,001)

Médias seguidas por letras minusculas na linha nao diferem pelo teste de Tukey.

Médias seguidas por letras mailusculas na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey.

Na figura 12 foi observado que o pH inicialmente (hora 0) fica em torno de 7.0
em todos os tratamentos, na hora 2 e 4 ele ainda se mantém em 7.0, logo apdés a
hora 4 se observa uma queda acentuada do pH em todos os tratamentos, ficando

entre 6.5 e 6.3 na hora 6.
Figura 12: Valores de pH das amostras experimentais obtidos apds coletas nos
jarros digestores
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0: hora zero (primeira coleta); 2: hora dois; 4: horas quatro; 6: hora seis e 8: hora oito (Gltima coleta).
Equacdes:

Controle: Y=-0,0339x? + 0,0794x + 7,0486, r2 =0,99

Lcc: Y=-0,034x?+ 0,1092x + 6,9923, r2 =0,99

Quitosana: Y=-0,0318x2+ 0,1153x + 6,9957, r2 =0,98

lccQ: Y=-0,0266x2+ 0,0884x + 6,9851, r2 =0,99
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Na hora 8 o pH se manteve caindo, o tratamento que recebeu Q+LCC foi 0
anico que se manteve no 6.0, que é o limite da faixa 6tima da atividade dos
microrganismos, 0s tratamentos Quitosana e LCC ficaram entre 59 e 5.6
respectivamente e o tratamento Controle foi o mais baixo, ficando em 5.5.

Segundo os autores Strobel & Russel (1986), os valores de pH abaixo de 6,0
podem atrapalhar as atividades de microrganismos ruminais, diminuindo a eficiéncia
da sintese de proteina bruta microbiana. Entretanto, Furlan et al., 2011, comenta
gue a atuacao das bactérias amiloliticas € melhorada em pH mais baixo, menor que
5,8, levando a uma faixa de pH ideal no rimen entre 5,5 e 7,0. O tratamento Q+LCC
manteve a faixa 6tima de pH até a hora final do experimento (hora 8). O tratamento
Q ficou préximo de 6,0 na hora 8. Com isso, observamos que a quitosana e/ou o
LCC atuam como aditivo e desempenham um papel importante na manutencao do
pH e do nitrogénio do liquido ruminal de bovinos, podendo entdo serem substitutos
dos antibioticos ionéforos.

No NAR (Tabela 7) se observou efeito na dieta (P<0,001), na interacao
(P<0,001) e no aditivo (P<0,001). As maiores médias de NAR foram nas dietas que
receberam os tratamentos Q+LCC (22.46A) e LCC (22.22A), as duas médias nao
diferiram estatisticamente. Elas foram seguidas pelo tratamento Quitosana (19.47B)
e por fim o tratamento Controle (15.14C). Entre as dietas a média mais elevada de
NAR foi a 20:80 (28.92a), seguida pela 40:60 e 50:50 (19.36b e 20.82b
respectivamente), as duas médias néo diferiram estatisticamente, e poér fim a 100:00

(10.20c) que foi a menor média.

Tabela 7: Valores de Nitrogénio Amoniacal Ruminal obtidos apos coletas nos jarros
digestores

Dietas Valor de P
Aditivo 100:0 50:50 4060 20:80 Média EPM L Q

Controle 10.05 15,53 10.68 24.32 15.14C 1,5342 0,0001 <0,001
Quitosana 10.24 19.01 2150 27.17 19.47B 2,7563 0,0002 0,0011
LCC 10.13 22.84 1843 3752 22.22A 3,4734 0,0003 0,0005
Q+LCC 10.39 2594 26.85 26.68 22.46A 3,6776 0,0054 0,0126

Média 10.20c 20.82b 19.36b 28.92a 19,86 2,110

L = efeito linear ; Q = efeito Quadratico

Aditivo (P<0,001); V:C (P<0,001); Intera¢do (P<0,001)

Médias seguidas por letras minusculas na linha néao diferem pelo teste de Tukey.

Médias seguidas por letras mailsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Se observou variagdo no efeito linear do tratamento Controle, Quitosana e
LCC, no tratamento Q+LCC nao se observou variacdo no efeito linear. No efeito
quadratico se observou variacdo no tratamento Controle e ndo se observou variacao
nos tratamentos Quitosana, LCC e Q+LCC.

Na figura 13 observa-se que inicialmente (hora 0) o NAR de todos os
tratamentos ficaram em torno de 10mg/dL, na hora 2 o NAR de todos os tratamentos
ficaram em torno de 15mg/dL. Na hora 4 o tratamento controle se manteve em
15mg/dL e os demais tratamentos ficaram entre 20mg/dL e 23mg/dL. Na hora 6 o
tratamento controle chegou a 18mg/dL, o tratamento Quitosana chegou a 24mg/dL,
o tratamento LCC alcancou 34mg/dL e o tratamento Q+LCC obteve o pico mais
elevado, 39mg/dL. Na hora 8 os valores de NAR voltaram a cair, o tratamento
Controle voltou para 16mg/dL, o tratamento Quitosana foi o Unico que continuou
subindo, foi para 26mg/dL, o tratamento LCC moveu-se para 28mg/dL e o
tratamento Q+LCC foi 0o que teve a maior queda comparando com 0S outros

tratamentos, de 39mg/dL da hora 6 para 26mg/dL na hora 8.

Figura 13: Valores de Nitrogénio Amoniacal Ruminal obtidos ap6s coletas nos jarros
digestores
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0: hora zero (primeira coleta); 2: hora dois; 4: horas quatro; 6: hora seis e 8: hora oito (Gltima coleta).
Equacdes:

Controle: Y=-0,1302x2+ 1,7879x + 11,17, r2 =0,87

Lcc:  Y=-0,4354x2+ 10,6200x + 7,1944, r2 =0,91

Quitosana: Y=-0,2466x2+ 4,1847x + 8,6471, r2 =0,99

lccQ: Y=-0,4818x?+ 6,7353x + 6,9697, r2 =0,75
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As concentragbes de N-NH3 ficaram acima de 10(mg/dL) durante todo o
periodo do experimento, dentro da faixa Otima de atuacdo da atividade dos
microrganismos (STROBEL & RUSSEL, 1986). Segundo Satter & Slyter, (1974) para
que a flora microbiana cresca satisfatoriamente, a concentragcdo de nitrogénio
amoniacal no rimen deve ser no minimo de 5,0 mg/dL de fluido ruminal. A inclusdo
da quitosana ndo mostrou uma variagdo tao significativa sobre o NAR quando
comparada com o0s outros tratamentos, entretanto, os autores Belanche et al.,
(2015), comentam que a quitosana eleva a concentracdo de amoénia cerca de 2
horas apds a alimentacéo, efeito que também foi observado neste trabalho.

Beier & Bertilsson (2011), sugerem que € necessaria a deaminacdo da
quitosana para que ela possa ser degradada no rumen pelas bactérias ruminais, no
entanto a degradacdo do grupo amina (R-NH2), em amoénia (NH3), demonstra o
porqué das maiores concentracbes de amonia nas dietas com quitosana. Belanche
et al., (2015), esclarecem que o suprimento extra de nitrogénio disponibilizado pela
deaminacdo da quitosana e a diminuicdo na retencdo de amobnia pelos
microrganismos ruminais, levam a maiores picos de amoénia ruminal, ao invés de
aumentar a protedlise dos alimentos.

Para se comparar os valores encontrados de nitrogénio amoniacal se
observou a quantidade de amonia comparando com o tempo de coleta, e 0s maiores
valores encontrados foram nas dietas com maior proporcdo de concentrado, néo
corroborando com o que Chapaval et al. (2008) sugere, que quanto mais
concentrado, menor a concentracdo de amonia no ramen.

Segundo Goiri et al. (2010a), em estudos realizados, também notaram que a
quitosana diminui as concentracdes de NAR, que provavelmente seja um indicio de
uma taxa de deaminagdo menor da proteina bruta pelos microorganismos ruminais e
que portanto se observa maior fluxo de aminoacidos para o intestino delgado e
maior emprego do nitrogénio pelos tecidos (SCHELLING, 1984).

Makkar, et al. (1995), sugere que as concentracdes de amdnia possam estar
relacionadas a degradacdo da proteina e a sintese de proteina microbiana,
entretanto, Goiri et al., (2010b) ressaltaram a queda na concentragdo de amonia

ruminal € decorrente da menor degradacdo dos aminoacidos, do que comparado as
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propriedades microbianas associadas a quitosana, ou aumento da utilizagdo para

sintese de proteina microbiana.

5. CONCLUSAO

Apos avaliagdo in vitro da inclusdo de quitosana e liquido da casca da
castanha de caju na dieta de ruminantes conclui-se que os mesmo alteram o0s
parametros ruminais de DIVMS, DIVFDN e DIVPB de forma positiva quando
utilizados isoladamente.

A associagdo dos aditivos mostrou melhores resultados no pH e no NAR,
fazendo com que eles permanecessem elevados até o final do experimento. A
indicacdo é que 0 uso da associacdo de quitosana e liquido da casca da castanha

de caju traz melhores beneficios para a nutricdo animal.
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ANEXO:

CONFECCAO DE SAQUINHOS DE TNT (conforme descrito por Casali et al,

2008)

O TNT (tecido néo tecido) deve ser:

Cortado e selado no tamanho de 5,0 x 5,0 cm;

Pré lavado em acetona durante 3 a 5 minutos;

Seco em temperatura ambiente até a evaporacdo completa da acetona;
Seco em estufa a 105°C;

Pesado em balanca analitica.

DIGESTIBILIDADE IN VITRO DE MATERIA SECA (metodologia descrita por
Tilley & Terry,1963, modificada por Holden et al,1999):

Ligar a incubadora previamente, temperatura (39°C — 41°C) e rotacao;
Solugdes tampdo também devem ser mantidas na temperatura de 39°C no
banho-maria;

Garrafas térmicas e os beckers também devem ser pré-aquecidos a uma
temperatura préxima a 39°C;

A coleta do liquido ruminal é via canula ruminal, com o Becker;

Filtragem do in6cuo em quatro camadas de gaze;

Inécuo filtrado é despejado na garrafa térmica que foi previamente aquecida e
com COg, e fechada hermeticamente;

No laboratorio o in0cuo € homogeneizado.

SOLUCAO TAMPAO DE KANSAS (MARTEN & BARNES, 1980; SILVA &
QUEIROZ, 2002):

Solugéo A (gramas/L): 10,0g KH2PO04; 0,5 g MgS047H20; 0,5 g NaCl; 0,1 g
CaCl22H20; 0,5 g ureia;
Solucgéo B (gramas/100mL): 15,0 g Na2COs; 1,0 g Na2S.9H20;
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¢ Antes da incubacao a solucdo B € misturada na solugéo A na relacéo 1:5 até

a solucéo A atingir o pH de 6,8 e sempre na temperatura constante de 39°C.

Iniciando a incubacao:

e E retirado da incubadora um jarro por vez;

e Adiciona-se nos jarros 16 saquinhos de TNT, sendo 4 saquinhos de cada
relagdo V:C (distribuidos de forma aleatéria nos dois lados da divisoria dos
jarros);

e Adiciona-se 2 saquinhos sem amostras (branco);

e Em seguida a solugéo tampéao (1600ml);

e O liquido ruminal (400ml);

e Aplicar o CO2 durante trinta segundos;

e Cada jarro recebe o aditivo a ser analisado;

e Fechar a tampa do jarro, que volta para a incubadora.

*A incubacdo € realizada em dois estagios, o primeiro é descrito como fase
fermentativa, onde ocorre a digestdo ruminal, e o segundo é a fase quimica,

simulando a digestdo no abomaso.
Fase fermentativa:

e Temperatura (39°C — 41°C) e rotacdo continua;

e 48 horas de duracéo.

Fase quimica (conforme descrito por Holden,1999):

e Os jarros sao retirados da incubadora um por vez;
e E adicionado 40 mL de é&cido cloridrico (HCL 6N);
e 8 gramas de pepsina (Sigma 1:10000);

e Incubacé&o continua por mais 24 horas.

*Ao fim da incubacgdo, todos os saquinhos séo retirados dos jarros e lavados em
agua corrente até nao ter mais residuos do inécuo, e seguem para a secagem em

estufa (55°C), e depois de 12 horas sédo pesados em balanca analitica.
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DIGESTIBILIDADE IN VITRO DE DETERGENTE NEUTRO:
*Sao utilizados metade dos saquinhos que sairam da estufa depois da DIVMS.

e No determinador de fibra, os saquinhos ficam imersos em solugéo detergente
neutro;

e 95°C de temperatura;

e Durante 1 hora;

e Lavagem dos saquinhos em agua destilada quente (2X);

e Lavagem em acetona (1X);

e Secagem dos saquinhos em ambiente aberto até a evaporacado da acetona;

e Estufa a 105°C por 12 horas.

DIGESTIBILIDADE IN VITRO DE PROTEINA BRUTA:
*Sao utilizados metade dos saquinhos que sairam da estufa depois da DIVMS.

e Os saquinhos sédo abertos e seu conteudo é transferido para os tubos de
digestao;

e E adicionado nos tubos 2 gramas de mistura digestora
(K2S04=CUSO04.5H20+Se);

e Também adiciona-se 5 mL de acido sulfdrico concentrado;

e Os tubos seguem para a capela de exaustao de gases em placas digestoras;

e Gradativamente alcancam a temperatura de 350°C (iniciando em 50°C e a
cada 30 minutos é elevado 50°C até chegar em 350°C);

e Quando a coloracdo das amostras forem verde claro significa que elas
sofreram a digestao, indicando a transformacao do nitrogénio em amoénio;

e Apl6s sairem da placa digestora, as amostras sao resfriadas com agua
destilada;

e O tubo segue para o conjunto de destilagéo;

e E adicionado NaOH (Hidréxido de sédio), que junto com a amostra é destilado
em erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de acido borico e vermelho de

metila (cor rosa);
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e O volume total do destilado € de 50 mL em todas as amostras;

e A coloracao do erlenmeyer que recebe o destilado passa de rosa para verde
claro;

e Em seguida o destilado sofre titulagdo com HCI, até a viragem do indicador,

gue acontece quando a mistura de cor verde claro volta para o rosa.

NITROGENIO AMONIACAL RUMINAL (NAR):

*Foram incubados o inocuo, as amostras e os aditivos da mesma forma e
quantidade que na DIVMS.

*Para a coleta das amostras foi realizado nas tampas dos jarros incubados uma
adaptacdo com valvulas e um sistema de trés vias, tipo Bussen, que permitia a
liberacdo dos gases produzidos durante a fermentacéo (DIAZ, 2013).

*A coleta das amostras é feito com seringa de 20mL, para que a tampa do jarro nao

precisasse ser aberta.

e A coleta das amostras acontece em intervalos de 2 horas, iniciando no tempo
0 (zero), seguidas do tempo 2, 4, 6 e 8, totalizando 5 coletas ao longo do dia;

e E coletado 10mL de amostra em potes contendo 1mL de é&cido cloridrico
(HCL) 1.1 para analise de NAR,;

e As amostras sofrem centrifugacdo a 3.000 r.p.m durante 15 minutos;

e E coletado 2 mL do sobrenadante que segue para o tubo de digest&o;

e Adiciona-se 20 mL de agua destilada;

e 5 mL de hidréxido de potassio (KOH);

e O tubo segue para o destilador;

e O destilado é recebido em erlenmeyer de 250 ml, contendo 10 ml de acido
borico 2% e 3 gotas de vermelho de metila, até completar 50 mi;

e O erlenmeyer segue para a titulacdo com acido cloridrico na concentracao
0,005 mol/L.
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Coleta-se amostras de 10 mL de liquido ruminal nos tempos 0 (logo apés a
incubacéo), 2, 4, 6, e §;

Imediatamente é observado o pH em pHmetro digital.



