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"Defeitos podem ser sementes de virtudes, se bem cuidados. A beleza de um jardim depende
da qualidade do solo. Estercos sdo realidades precarias, mas sdo eles que potencializam as

plantacGes. O precério que ndo vemos é 0 que impulsiona o crescimento da rosa que
admiramos.” (Padre Fabio de Melo)
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RESUMO

DIAS, Aline Ortega Camacho, Universidade Federal da Grande Dourados, DouradosMS,
Janeiro de 2016. Quitosana em suplementos para bovinos em pastejo. Orientador: Rafael
Henrique de Tonissi e Buschinelli de Goes; Co-orientador: Jefferson Rodrigues Gandra.

Objetivou-se avaliar a adicdo de quitosana como modular da fermentagdo em
suplementos para bovinos a pasto. Foram utilizados cinco (5) novilhos mesticos canulados no
ramen com peso médio de 350 kg mantidos em piquetes individuais de Urochloa brizantha e
distribuidos em quadrado latino 5x5. Os animais foram suplementados diariamente na
proporcdo de 0,15% peso corporal (PC). A quitosana (85% desatilacdo) foi fornecida em
associagcdo a um suplemento mineral proteico 30% (43,5% de milho, 4% de farelo de soja,
8,5% ureia, 44% de mineral) balanceado segundo NRC (2000). As doses de quitosana
utilizadas foram de 0; 400; 800; 1200 e 1600 mg / kg de MS. A disponibilidade total de
forragem foi realizada no primeiro dia de cada periodo experimento. O consumo voluntario de
matéria seca foi determinado por meio da relacdo entre a quantidade de matéria seca fecal
excretada e com o uso do indicador interno (FDAI). A coleta do liquido ruminal para
determinagdo do pH e da ambnia (N-NHs) ruminal foi realizada diretamente no rimen nos
tempos de 0, 2, 4, 6 e 8 horas ap6s o fornecimento do suplemento. A adi¢do de quitosana nos
suplementos proporcionou efeito quadratico para o consumo total de matéria seca dos
animais, excrecdo de uréia e para a sintese de proteina microbiana. N&o houve efeito da
inclusdo de quitosana sobre o pH ruminal dos animais, obtendo meédia entre os tratamentos de
6,5, porém houve efeito quadratico para as concentracdes de N-NHs, onde o nivel de inclusdo
otimo foi de 875 mg/kg MS. A inclusdo de quitosana proporcionou aumento na
digestibilidade da MS e no incremento proteico dos animais, 0 que estraria de acordo com 0s
teores de NNHs. A quitosana pode ser adiciona aos suplementos para animais a pasto em
900mg/kg de MS.

Palavras-Chave: parametros ruminais, consumo, suplementacao
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ABSTRACT

DIAS, Aline Ortega Camacho, Dourados Federal University, DouradosMS, February 2016.
Chitosan supplements for cattle grazing. Advisor: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli

de Goes; Co-Advisor: Jefferson Rodrigues Gandra.

The objective was to evaluate the addition of chitosan as modular fermentation in
supplements for grazing cattle. five (5) cannulated crossbred steers rumen with an average
weight of 350 kg on individual paddocks Urochloa brizantha and distributed in Latin 5X5.0s
square animals were supplemented daily at the rate of 0.15% body weight (BW) were used.
Chitosan (85% desatilacdo) was provided in combination with a proteinaceous mineral
supplement 30% (43,5% corn, 4% soybean meal, 8.5% urea, 44% mineral) second balanced
NRC (2000) . The chitosan doses used were 0, 400, 800, 1200 and 1600mg of chitosan per kg
DM. The total forage availability was held on the first day of each experiment period.
Voluntary intake of dry matter was determined by the ratio between the amount of excreted
faecal dry matter and the use of internal display (ADFi). The collection of rumen fluid to
determine the pH and ammonia (NH3) rumen was carried directly into the rumen at times O,
2, 4, 6 and 8 hours after delivery of the supplement via rumen cannula. The addition of
chitosan in supplements provided quadratic effect on the total dry matter intake of the animal,
urea excretion rate and microbial protein synthesis (P <0.05). There was no effect of the
inclusion of chitosan on rumen pH of animals (P> 0.05), obtaining average between
treatments of 6.5, but there was a quadratic effect (P <0.05) for N-NH 3 concentrations, where
the level of great inclusion was 875 mg / kg DM. The inclusion of chitosan provided an
increase in digestibility of the protein in DM and growth of animals, which estraria according
to NNH3 contents. Chitosan can be added to supplements for animals to pasture 900mg / kg
DM.

Keywords: ruminal parameters, consumption, supplementation
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1. INTRODUCAO

Os custos de alimentagdo é o principal gargalo na bovinocultura de corte intensiva hoje,
sendo extremamente importante nos custos finais de producdo, determinando na maioria das
vezes a competitividade do sistema, sendo assim, a busca para reduzir custos com a
alimentacdo tem sido um dos maiores objetivos na producdo animal atual. Os aditivos
comecaram a ser utilizados na pecuaria de corte intensiva com o objetivo de trazer melhoria
no desempenho, pois os beneficios dos aditivos estdo relacionados ndo somente as condigdes
nutricionais, mas principalmente ao ponto de vista econémico.

Aditivo para produtos destinados a alimentacdo animal é definido como substancia,
micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo é
utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou dos produtos animais,
melhore o desempenho dos animais sadios e atenda as necessidades nutricionais ou tenha
efeito anticoccidiano (Instrugdo Normativa 15/2009/MAPA).

Ha uma ampla lista de produtos classificados como aditivos como opgdes para o produtor
e esses produtos atuam por diferentes mecanismos, alterando a fermentacdo ruminal,
estabilizando o ambiente ruminal ou como uma protecdo do trato gastrointestinal contra
agentes patogénicos. Dentre os aditivos liberados para o uso no Brasil estdo entre os
principais os iondforos, antibidticos ndo ionodforos, leveduas e os 6leos/lipideos.

Com base no ‘“Principio da Precauc¢do”, a Unido Europeia (UE), em 1999, baniu a
utilizacdo de antibioticos como promotores de crescimento e em 2006, proibiu 0 uso de
ionoforos, baseado na “postura preventiva” das autoridades. Por este motivo, a substituicao de
antibioticos, por substancias alternativas vém de encontro as necessidades dos consumidores.
E plausivel admitir que exportadores mundiais de carne serdo pressionados a seguir esta
decisdo, visto que, a Unido Europeia é uma grande formadora de opinido. Frente ao duelo
entre questdes econdmicas e de saude publica, hd crescente interesse cientifico por
alternativas que mimetizem os efeitos dos ion6foros, sendo seguras ao consumo humano e, ao
mesmo tempo, aceitas pela sociedade consumidora. Hoje a comunidade cientifica ainda esta
buscando aditivos alternativos que possam melhorar a funcdo ruminal e teoricamente para
manipular o ecossistema microbiano.

Recentemente, foi proposto por Goiri et al. (2009) a utilizagdo de quitosana para modular
a fermentacgdo e digestdo ruminal, com resultados promissores. A utilizagdo de quitosana na

nutricdo de ruminantes na literatura brasileira se resume em fazer comparagdes aos ionéforos
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comerciais, pelas suas semelhangas na forma de agdo. Esses resultados sugerem efeitos
satisfatorios, demonstrando que quitosana possui potencial para ser utilizada na producédo
animal e ainda tem muito a ser explorada na nutricdo de ruminantes.

Busca-se com este trabalho estudar a quitosana como um produto alternativo na nutricdo
animal, que traga melhorias nas condi¢fes de desempenho animal e que também influencie no
fator econémico, pois para a producdo do pais atender a demanda de mercado se faz

necessario aperfei¢oar a producdo atendendo as exigéncias dos consumidores.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Suplementacgéo Proteica na Seca

O Brasil se apresenta como um dos paises com grande capacidade para se produzir
alimentos e atender as demandas de mercado, devido a sua extensdo territorial, condigdes
climaticas e solos férteis. As pastagens sdo a base da alimentacdo de ruminantes nos tropicos,
sendo um recurso natural de baixo custo, mas que sofre variacGes tanto quantitativas como
qualitativas no decorrer do ano, que pode interferir na produgdo pecuaria.

A bovinocultura de corte brasileira tem sua producdo concentrada em sistemas de
pastejo e, portanto, dependente das variacOes climaticas e ambientais que determinardo a
producdo de forragem. Devido a esta realidade de producdo sazonal, se faz necessario a
suplementacdo dos bovinos, principalmente na estacdo seca, pois a qualidade das forrageiras
decresce rapidamente em digestibilidade e em contetdo total de nitrogénio (N), o que leva os
animais a perda excessiva de peso, constituindo o principal fator limitante para a producéo
animal (LENG, 1984).

Na seca a producdo das pastagens e sua qualidade sdo prejudicadas. A massa de
forragem disponivel neste momento do ano é insuficiente e de menor qualidade (baixo teor de
proteina) para ganho de peso e serve mais para manter os animais, além de diminuir o suporte
do pasto. Para conseguir ganho de peso nessa época, mesmo que pouco, recomenda-se a
suplementacdo proteica do seu rebanho. Porém ndo se pode confundir suplementacdo com
utilizagdo de aditivos. Os aditivos sao usados para um ajuste “fino”, quando a dieta ja ¢
suficiente para suprir suas necessidades nutricionais e se quer obter condi¢fes favoraveis a um
maior ganho de peso como, por exemplo, selecionar microrganismos benéficos a atividade
ruminal aumentando a digestibilidade de nutrientes.

A suplementacdo, por sua vez, serve para adicionar algum nutriente que esta em falta
na dieta, no caso da oferta de um alimento de menor qualidade nutricional. Nas pastagens, na
época da seca, o teor de proteinas € baixo em relacdo ao teor de carboidratos disponiveis.
Nesse caso, a recomendacao é utilizar-se da suplementacdo protéica, que consiste em misturar
uma fonte de proteina natural, como farelo de soja ou de algoddo ou de nitrogénio nédo
proteico, como a uréia, ao sal mineral comum, constituindo o sal proteinado ou proteico.

Para obter eficiéncia produtiva, também se justifica a suplementagdo nos periodos das
aguas, visto que, as pastagens tropicais ndo conseguem atender as exigéncias nutricionais

(EUCLIDES, 2000) dos bovinos, visando elevados ganhos de peso. Nesse sentido, uma dieta



composta apenas por forragem e mistura mineral proporciona ganhos de peso que

aperfeicoam os sistemas extensivos.

2.2.  Aditivos na Nutricdo de Ruminantes

Em uma producéo animal, a alimentacdo equivale de 60 a 70% dos custos, e para que
aconteca o fornecimento de um alimento proporcionalmente balanceado e nutricionalmente
completo, este deve diminuir o estresse, as deficiéncias e melhorar o desempenho
imunolégico, a fim de produzir uma carcaca de qualidade para que se obtenha uma maior
lucratividade. Como forma de assegurar que 0s nutrientes sejam ingeridos, digeridos,
protegidos da destruicdo, absorvidos e transportados até as células do organismo, inclui-se na
dieta alguns aditivos e concentragdes muito boas, com o proposito de um melhor
balanceamento e aproveitamento dos nutrientes do alimento.

Visando o aumento da melhoria na producdo animal, pesquisadores e produtores
encontraram como forma de tornar isso possivel, a op¢do de mudar o foco da pesquisa em
nutricdo animal, passando do estudo do valor nutritivo dos alimentos para o estudo de
processos fisiologicos do animal, procurando manipular e aprimorar a fermentacdo e o
metabolismo ruminal com adic@o ou ndo de aditivos na dieta (CHALUPA, 1977; JENKINS et
al, 1989; JENKINS, FOTOUHI, 1990; WALLACE, 1994).

A adicdo de produtos capazes de controlar ou mudar o padrdo de fermentagdo no
rumen, de forma a se obter maior teor de producdo e/ou manter a saude animal, vem se
mostrando uma estratégia relevante na alimentacdo de animais. Esse aumento na
produtividade dos animais ruminantes tem acarretado a busca por incrementos na capacidade
dos animais em utilizarem o alimento consumido, tanto por melhorias na capacidade de
digestdo quanto por aumento na eficiéncia metabolica do hospedeiro e da microbiota ruminal.

O controle dos ingredientes da dieta de forma a se aumentar esses parametros, atraves
da combinacdo correta de nutrientes tem ocasionado resultados expressivos ao passar dos
anos, tendo como acabamento sistemas nutricionais cada vez mais complexos. Contudo, a
melhoria na eficiéncia da utilizacdo das rac6es também pode ser obtida através de aditivos
que alterem determinados processos metabdlicos ou condicGes fermentativas e absortivas ao
longo do trato digestorio dos animais.

Com a globalizacdo da economia, as exigéncias dos consumidores tém sido ampliadas,
visando a satde humana. Assim sendo, no tocante as proibi¢des e ou liberalidades que tratam

de diretrizes para as trocas de mercadorias, determinadas regras tém sido estabelecidas nos



macro regulatérios (Mercosul, Nafta, Pacto Andino, Mercado Comum Europeu e grandes
mercados consumidores Asia e Japdo), no qual um dos pontos mais contraditorios sio as
diretrizes estabelecidas quanto aos aditivos utilizados na alimentagdo animal (BUTOLO,
2002).

Os aditivos podem ser classificados de diversas formas, de acordo com os critérios
estabelecidos pelos 6rgaos reguladores. A Autoridade Europeia da Seguranca do Alimento
(EFSA) agrupou os aditivos na alimentacdo animal em cinco categorias referentes a sua
funcdo: aditivos tecnoldgicos (conservantes, antioxidantes, emulsificantes, estabilizantes,
reguladores de acidez, adsorventes, aglomerantes, antiaglomerantes, antiumectantes,
umectantes, gelificantes e espessantes); aditivos sensoriais (corantes, flavorizantes,
aromatizantes e palatabilizantes); aditivos nutricionais (vitaminas, micro minerais,
aminodacidos e uréia); aditivos zootécnicos (melhoradores da digestibilidade — enzimas e
acidos organicos; equilibradores de floraintestinal — probioticos, prebidticos, simbioticos,
acidos organicos, nutracéuticos;melhoradores de desempenho — antibidticos, ionoforos,
repartidores de nutrientes,hormonios; botanicos — ervas, especiarias, extratos vegetais e 6leos
essenciais) e aditivos anticoccidianos ou coccidiostaticos.

Entre os aditivos mais utilizados na producéo intensiva de bovinos estdo os ionoféros,
que compreendem um tipo de antibidtico, produzido principalmente por linhagens de
bactérias do género Streptomyces. Entre os varios tipos de ionéforos existentes, apenas trés
possuem o registro com a devida autorizacdo do Ministério da Agricultura e Pecuaria
(MAPA) para sua utilizacdo no Brasil: a monensina sodica, lasalocida e salinomicinasodica.
Sendo a monensina 0 mais estudado e utilizado no territério nacional como um promotor de

crescimento para animais confinados.

2.3.  Quitosana

A quitosana (N-acetil-D-glucosamina de polimero) é um biopolimero natural derivado
da desacetilacdo da quitina, 0 componente principal do exoesqueleto de crustaceos, algas,
insetos e na parede celular de alguns fungos e bactérias, possui estrutura semelhante a
celulose podendo atuar como um alimento funcional (SENEL et al., 2004). Como polimero
biodegradavel, carboidratos, ndo toxico, a quitosana tem recebido muita atencdo para o
potencial diversificado de aplicacbes na medicina e preservacao de alimentos devido as suas

propriedades antimicrobianas. O nome "quitosana” ndo indica um Unico composto, mas sim



uma familia de compostos em que cada produto possui diferente peso molecular e grau de
acetilacéo.

A desacetilacdo da quitosana aumenta a sua solubilidade e sua bioatividade. A
desacetilacdo da quitina da origem a quitosana, composta predominantemente por unidades 2-
amino-2- desoxi-D-glicopiranose (GIcN) unidas por ligacdes glicosidicas (1-4) (ROBERTS,
1992) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica da quitosana

N&o ha muitos relatos quanto a descoberta dessa substancia, segundo Roberts (1992), a
quitina foi identificada pela primeira vez em 1811 em um estudo realizado com fungos.
Inicialmente, observou-se que alguns fungos continham uma substancia distinta
completamente das ja encontradas nas paredes celulares vegetais. Ja em 1823, essa substancia
que se apresentava com carater insoluvel recebeu o nome de “quitina”, derivada da palavra
“chiton”, que quer dizer envelope ou cobertura. Em 1859 a partir da desacetilacdo da quitina
em solucdo concentrada de hidréxido de potassio resultou na formacdo da quitosana.

Quimicamente a quitina € um polissacarideo com grupos acetil-laterais, com a
desacetilacao esses grupos laterais sdo modificados e a quitina torna-se quitosana. Com
relacdo as propriedades fisico-quimicas, ela € um po incolor, insolivel em &gua, possui
solventes organicos e se dissolve em &cidos minerais concentrados (ROBERTS, 1992).

Por se tratar de um biopolimero biodegradavel, a quitosana tem recebido muita
atencdo, ndo apenas pelo seu grande potencial de aplicacGes nas diversas areas, que ainda
necessita de trabalhos que comprovem suas propriedades e caracteristicas, mas também
porque apresenta baixo custo de producdo, por poder ser extraida a partir de matérias-primas

abundantes e relativamente baratas como os subprodutos da inddstria pesqueira.



Senel et all (2004) menciona que a quitosana até o presente momento era apenas
utilizada na medicina veterinria apenas como forma terapéutica, principalmente com acéo
antimicrobiana e uso tépico em curativos e bandagens. Devido sua atividade microbiana ser
bem reconhecida contra diversas bactérias e fungos, GOIRI et al. (2009), propés a utilizacéo
da quitosana como moduladora da fermentacdo ruminal de forma semelhante aos
monogastricos, selecionando 0s microorganismos benéficos para o ecossistema ruminal,
sendo o primeiro a avaliar a quitosana como modular ruminal em animais vivos, utilizou
ovelhas ndo lactantes canuladas no ramen, até entdo a literatura relatavam experimentos
apenas “in vitro”.

A atividade antibacteriana da quitosana foi proposta pela primeira vez por Allan e
Hardwiger (1979). De acordo com Tang et al. (2010), esse polissacarideo possui amplo
espectro de acdo com doses minimas inibitorias contra ambas bactérias, gram positivas e gram
negativas. O mecanismo de acdo antimicrobiana da quitosana ndo é bem definido até o
presente momento, mas tém sido sugeridas varias hipoOteses, dentre a mais provavel é a
mudanca na permeabilidade celular devido as interacGes entre a quitosana policatiénica e as
cargas eletronegativas na superficie da célula. A quitosana interage com a superficie
lipopolissacariedea (LPS) das bactérias gram negativas e da mesma forma com a fracéo
peptideoglicana das bactérias gram positivas, ambas anionicas. Entretanto, determinados
estudos apontam que bactérias gram positivas sdo mais susceptiveis do que as bactérias gram
negativas (WANG, 1992; NO et al., 2002; SENEL et al., 2004; KUMAR et al., 2005;).

A ligacdo da quitosana aos polimeros da parede celular causam efeitos secundarios
celulares por desestabilizacdo e posterior interrupcdo da membrana. Além disso, quando
ligada & membrana, a quitosana afeta as vias de geracdo de energia, provavelmente devido ao
comprometimento da organizacdo funcional da cadeia de transporte de elétrons, causando
reducdo da oxigenacdo adequada e forcando as células a anaerobiose Raafat et al. (2009).

Devido a diversos relatos na literatura referentes ao uso da quitosana e seus beneficios,
surgiram interesses especificos em utiliza-la como aditivo na nutricdo de animais,
naturalmente as pesquisas se voltaram para as classes de producdo que geram maiores lucros
na pecudria de corte e no comercio mundial, 0s ruminantes.

Primeiramente, a quitosana foi estudada como uma alternativa de fonte de nitrogénio
para animais ruminantes, no entanto Fadel EI-Seed et al., (2003), relataram que a quitosana
ndo é degradada no rumen indicando possivel agdo protetora contra a acdo ruminal,
possibilitando digestdo no intestino delgado, conforme demonstrado por Hirano et al. (1990),

em aves e coelhos.



Recentemente, a quitosana tem sido cogitada como possivel moduladora da
fermentagcdo ruminal com finalidade de otimizagéo da eficiéncia alimentar em ruminantes
(GOIRI et al., 2009% Belanche et al. 2015). No entanto o grau de desacetilacdo da quitosana
pode alterar diretamente a sua atividade microbiana (Kong et al. 2008). Baseado nisso, Goiri
et al. (2009c) utilizando seis diferentes graus de desacetilizacdo da quitosana em ensaios “in
vitro”, conferiu que a quitosana reduz a digestdo e modifica o padrdo de fermentagdo ruminal,
tornando rotas energeticamente mais eficientes. O grau de desacetilagdo >95, reduziu a
relagio CH4:AGCC, sugerindo melhoras na fermentagdo ruminal pelo aumento da relacéo
acetato: propionato, aumentando a quantidade de energia obtida por unidade de substrato
fermentado.

Goiri et al., (2009b), ao avaliarem, dietas com alta proporc¢éo de foragem (80%), estes
autores ndo observaram alteragdes na concentracgéo total de AGCC e na propor¢do molar de
acetato, reducdo da digestibilidade da matéria organica in vitro (DIVMO) e na concentracéo
de butirato e de &cidos graxos de cadeia ramificada (AGCR). Ja em relacdo a concentracéo de
propionato, houve aumento em sua concentracdo para as maiores doses de quitosana, além de
uma reducéo na relacdo C2:C3.

Na relacdo volumoso:concentrado na ordem de (50:50), Goiri et al., (2009c),
relataram que o aumento da dose de quitosana ndo influenciou o total de AGCC e a proporc¢éo
molar de acetato ou metano, porém diminuiu a DIVMO e a propor¢do molar de butirato e
AGCR. Porém em dietas com alta proporcéo de volumosos, houve efeito da dose de quitosana
com aumento da proporcao molar de propionato e reducéo da relacdo C2:C3.

Goiri et al. (2010) avaliaram a utilizacdo da quitosana em ovinos alimentados com
50% de feno de alfafa e 50% de concentrado, e ndo observaram efeito da quitosana na
proporcdao molar de acetato, porém houve aumento da propor¢do molar de propionato e
reducdo da relacdo acetato: propionato e da concentracdo de N-NH3.

Belanche et al. (2015), avaliando diferentes produtos naturais destacaram que uso de
quitosana soltvel (>85% de desacetilacdo), alteraram os padrbes de fermentacdo ruminal , e
apresentaram um forte efeito anti protozoario, promovendo reducdo da atividade dos
protozoarios no ramen em mais de 56%; alterando a producdo de butirato e de propionato;
reduzindo a metanogénese e a matéria organica fermentavel.

Os padrGes de fermentacdo apresentaram reducdo da concentracdo de H> o que
reduziria a emissdo de gas metano; possivelmente devido a menor atividade dos protozoarios,

e/ou alteracdo na populagdo microbiana; producdo de compostos ndo metanogénicas (ex:



Succinato, lactato e propionato) e ainda a atividade direta sobre as bactarias metanogénicas
(Belanche et al., 2015).

Considerando os resultados obtidos com a utilizagdo da quitosana, resultando em
melhor padrdo de fermentacdo e maior eficiéncia de utilizagdo de energia no ecossistema
ruminal, a utilizacdo de tal composto na alimentacdo de bovinos deve ser explorada e melhor

avaliada para que sejam estabelecidas as recomendacdes de sua utilizagéo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais

Avaliar a quitosana como modulador da fermentagdo ruminal de novilhos

suplementados a pasto, a fim de se estabelecer o nivel ideal de incluséo na dieta.

4.2. Objetivos Especificos

- Avaliar os parametros de fermentacdo ruminais, sanguineos e a digestibilidade de nutrientes,
de novilhos suplementados a pasto, com a inclusdo de quitosana.

- Avaliar o consumo total de matéria seca, balanco de compostos nitrogenados e a sintese de
proteina microbiana de novilhos suplementados a pasto, com a inclusdo de niveis crescentes

de quitosana.



Capitulo 2

Quitosana em suplementos para bovinos em pastejo

Resumo: Objetivou-se avaliar a adi¢cdo de quitosana como modular da fermentagéo
em suplementos para bovinos a pasto. Foram utilizados cinco (5) novilhos mesti¢os canulados
no ramen com peso médio de 350 kg mantidos em piquetes individuais de Urochloa
brizantha e distribuidos em quadrado latino 5x5. Os animais foram suplementados
diariamente na proporcdo de 0,15% peso corporal (PC). As doses de quitosana utilizadas
foram de 0; 400; 800; 1200 e 1600 mg / kg de MS. A quitosana (85% desatilagdo) foi
fornecida em associacdo a um suplemento mineral proteico 30% (43,5% de milho, 4% de
farelo de soja, 8,5% ureia, 44% de mineral). A avaliacdo total de forragem foi realizada no
primeiro dia de cada periodo experimento. O consumo voluntario de matéria seca foi
determinado por meio da relacdo entre a quantidade de matéria seca fecal excretada e com o
uso do indicador interno (FDAI). A coleta do liquido ruminal para determinacdo do pH e da
concentracdo de amonia (N-NHs) foi realizada diretamente no rimen nos tempos de 0, 2, 4, 6
e 8 horas ap6s o fornecimento do suplemento. A adicdo de quitosana nos suplementos
proporcionou efeito quadratico no consumo total de matéria seca dos animais, excrecdo de
uréia e na sintese de proteina microbiana. N&o houve efeito da inclusdo de quitosana sobre o
pH ruminal dos animais, obtendo média entre os tratamentos de 6,5, porém houve efeito
quadrético para as concentragdes de N-NHz onde o nivel de inclusdo 6timo foi de 875 mg/kg
MS. A inclusédo de quitosana proporcionou aumento na digestibilidade da MS e no incremento
proteico dos animais, o que estaria de acordo com os teores amdnia ruminal. A guitosana pode

ser adiciona aos suplementos para animais a pasto em 900mg/kg de MS.

Palavras-Chave: parametros ruminais, consumo, suplementacao



Chitosan in supplements for cattle grazed

Abstact: The objective was to evaluate the addition of chitosan as modular fermentation in
supplements for grazing cattle. Five (5) cannulated crossbred steers with an average weight of
350 kg on individual paddocks of Urochloa brizantha and distributed in 5x5 Latin square
design. All the animals were supplemented daily at the rate of 0.15% body weight (BW) were
used. Chitosan (85% desatilacdo) was provided in combination with a protein supplement
with 30% CP (43,5% corn, 4% soybean meal, 8.5% urea, 44% mineral). The chitosan doses
used were 0, 400, 800, 1200 and 1600mg.kg™ of DM. The total forage availability was held
on the first day of each experiment period. Dry matter intake was determined by the ratio
between the amount of dry matter excreted fecal and the internal marker (ADFi). The
collection of rumen fluid to determine the pH and ammonia (NH3) rumen was carried directly
into the rumen at times 0, 2, 4, 6 and 8 hours after supplement supply. The addition of
chitosan in supplements provided quadratic effect on the total dry matter intake of the animal,
urea excretion rate and microbial protein synthesis. There was no effect of the inclusion of
chitosan on rumen pH of animals, obtaining average between treatments of 6.5, but there was
a quadratic effect for N-NH3 concentrations, where the level of great inclusion was 875 mg.
kg DM. The inclusion of chitosan increased the dry matter intake and digestibility and
protein microbial synthesis, which were according to NNH3 contents. Chitosan can be added

to supplements for animals at pasture in 900mg.kg™* DM.

Keywords: ruminal parameters, consumption, supplementation
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1. INTRODUCAO

A globalizagdo dos mercados e a maior exigéncia dos consumidores, em especial nos
aspectos relativo a saide humana, tém forcado os governos a normatizarem regras para 0 Uso
de aditivos na alimentagdo animal. Com base no “Principio da Precaugdo”, a Unido Européia
(UE), em 1999, baniu a utilizacdo de antibiéticos como promotores de crescimento; e em
2006, proibiu o uso de ionéforos, como a monensina e lasalocida sodica, baseado na “postura
preventiva” das autoridades da UE. Por este motivo, a substituicdo de antibidticos, por
substancias ou compostos naturais alternativos vém de encontro as necessidades dos
consumidores, especialmente quando os produtos visam a exportacdo ao mercado comum
europeu.

A quitosana € um polissacarideo natural extremamente versatil e com promissoras
propriedades para utilizacdo em diversos produtos e aplicagdes. O otimo perfil biologico
apresentado pela sua molécula é uma vantagem decorrente de sua flexibilidade quimica
(HEIN et al., 2008; KEAN; THANOQOU, 2010). Nas ultimas décadas o uso deste polimero tem
crescido significativamente em funcdo de sua bioatividade e biocompatibilidade, e por ser
uma fonte renovavel e biodegradavel, representando grande oportunidade para a comunidade
cientifica e industrial (BELANCHE et al; 2016).

A quitosana € um polissacarideo oriundo da quitina, um componente dos
exoesqueletos de invertebrados (insetos, crustaceos e moluscos) e de paredes celulares de
alguns fungos e algas (SENEL et al., 2004). A desacetilacdo da quitina da origem a quitosana,
a qual é formada majoritariamente por unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(GIcNAc) unidas por ligacBes glicosidicas (1_4), enquanto a quitosana é composta
predominantemente por unidades 2-amino-2- desoxi-D-glicopiranose (GIcN) unidas pelo
mesmo tipo de ligacdo (ROBERTS, 1992).

A quitosana possui amplo espectro de acdo com doses minimas inibitorias contra
bactérias, gram positivas e gram negativas (TANG et al. 2010). Vérias hipoGteses para o
mecanismo de acdo, referente a atividade antimicrobiana porém este mecanismo ndo € bem
definido até o momento. A hipdtese mais provavel seria a mudanca na permeabilidade celular
devido as interacBes entre a quitosana policatidnica e as cargas eletronegativas na superficie
da célula. A interacdo da quitosana com a superficie lipopolissacariedea das bactérias gram
negativas e com a fracdo peptideoglicana das bactérias gram positivas, ambas anidnicas.

Entretanto, determinados estudos apontam que bactérias gram positivas sdo mais susceptiveis



16

do que as bactérias gram negativas (WANG, 1992; NO et al., 2002; SENEL et al., 2004;
KUMAR et al., 2005).

Recentemente, a quitosana tem sido cogitada como possivel moduladora da
fermentagdo ruminal com finalidade de otimizagdo da eficiéncia alimentar em ruminantes
(GOIRI et al., 2009a). Goiri et al. (2009c) por meio de ensaios “in vitro” com quitosana
observou reducdo da digestdo e modificacdo do padrdo de fermentacdo ruminal, reducéo da
relagio CH4:AGCC, sugerindo melhoras na fermentagdo ruminal pelo aumento da relacdo
acetato: propionato, aumentando a quantidade de energia obtida por unidade de substrato
fermentado.

Baseado neste contexto e devido as limitagdes das informacgOes referentes ao uso de
quitosana em bovinos mantidos em pastagem, este trabalho teve como objetivo avaliar niveis

de quitosana em suplemento para animais em pastejo.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido, nas dependéncias do setor de Nutricdo de Ruminantes,
Laboratorio de Digestibilidade in vivo e Laboratdrio de Nutrigdo Animal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, Estado do Mato Grosso do
Sul, entre os meses de Julho a Setembro de 2014.

Foram utilizados cinco (5) novilhos mesti¢os canulados no rimen com peso médio de
350 kg mantidos em piquetes individuais e distribuidos em quadrado latino 5x5. Os animais
foram e suplementados diariamente na propor¢do de 0,15% do peso corporal (PC). O
suplemento fornecido apresentava 300 g de Proteina Bruta (PB)/ kg de kg MS e era
constituido de 435, 0 g/kg de milho, 40,0 g/kg de farelo de soja, 85,0 g/kg de uréia e 440g/kg
de ndcleo mineral. A quitosana (produto comercial com 85% desatilacdo) foi adquirida da
empresa Polymar®, foi adicionada ao suplemento nas quantidades de 0, 400, 800, 1200 e
1600mg por kg de MS. Ao final de cada periodo experimental os animais foram pesados e 0s
suplementos ajustados de acordo com o peso obtido.

Os piquetes eram formados de Urochloa brizantha (syn. Brachiaria brizantha) com
area de 0,3 ha, divididos por cerca elétrica de dois fios, com bebedouro e cocho. O curral para
manejo dos animais era localizado proximo aos piguetes, e 0s animais eram conduzidos

através de corredores.


https://en.wikipedia.org/wiki/Synonym_(taxonomy)
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No primeiro dia de cada periodo experimental, foi determinada a disponibilidade total
de forragem, através do corte rente ao solo de 10 areas delimitadas por quadrados metélicos
(0,25 m?) aleatoriamente dentro de cada piquete. Posteriormente, as amostras foram
uniformizadas por piquete onde se retiraram duas amostras, uma para a determinagdo da
composicdo bromatoldgica e outra para a quantificacdo da composicdo boténica. Todas as
amostras foram armazenadas em sacos plasticos previamente identificados e congeladas para
posteriores analises laboratoriais.

Das amostras destinadas a estimativa da disponibilidade total de matéria seca de
forragem, foi calculado o percentual de MS potencialmente digestivel (MSpD) ofertada aos
animais. Esse resultado foi obtido por intermédio da determinagdo da fibra insolivel em
detergente neutro, avaliado apds incubacdo in situ das amostras por 288 horas, segundo a
equacdo: MSpD = 0,98 X (100 — FDN) + (FDN — FDNi); Em que: 0,98 = coeficiente de
digestibilidade verdadeiro do contetdo celular; FDN = Fibra em detergente neutro; FDNi =
FDN indigestivel.

Foram confeccionadas amostras compostas para cada piquete, as quais foram secas
sob ventilacdo forcada (60°C) e processadas em moinho de facas (1 mm). Posteriormente
procedeu-se a quantificacdo do teor de MS (método INCT G-003-1; Detmann et al., 2012).

O consumo voluntario foi determinado por meio da relacdo entre a quantidade de
matéria seca fecal excretada e com o uso do indicador interno (FDNi). Os animais foram
submetidos ao fornecimento de dioxido de titanio (TiO2) por dez dias consecutivos, com
adaptacdo ao indicador externo, de cinco dias e cinco dias de coleta (Ferreira, et al., 2009). No
segundo dia experimental foi introduzido no ramem dos animais, via canula ruminal, 10g de
dioxido de titanio/dia, as 08h00min, por um periodo de 10 dias. O dioxido de titanio era
pesado diariamente em balanca analitica e colocado em um envelope de papel de celulose,
totalmente degradavel.

As amostras de fezes foram coletadas diretamente no reto (ou na ampola retal) dos
animais uma vez por dia em diferentes horarios, 08h00min, 120h00min, 12h00min, 14h00min
e 16h00min e acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificadas e mantidas em
caixa de isolamento térmico, evitando assim a perda de umidade e a fermentacdo da mesma, e
logo em seguida foram enviadas ao laboratério de nutricdo animal e congeladas a -10°C. Ao
fim de cada periodo foi realizado uma amostra composta por animal, retirando-se uma
amostra de cada animal, em cada piquete por periodo.

As amostras fecais foram avaliadas quanto aos teores de dioxido de titanio através de

espectrofotometria UV/Vis, segundo método colorimétrico INCT-CA M-007/1 (Detmann et
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al., 2012). A excrecdo fecal foi estimada por intermédio da relacdo entre dose e concentracdo
fecal do indicador externo (EF = OF/COF; em que: EF = Excre¢do Fecal diaria (g/dia); OF =
dioxido de titanio fornecido (g/dia); COF = Concentracdo de dioxido de titénio nas fezes (g/g
MS).

A FDN indigestivel (FDNi) utilizada como indicador interno para a estimativa de
consumo de forragem, foi determinada segundo método INCT-CA F-008/1 — FDNi
(Detmann, et. al., 2012) através de incubacéo in situ por 288 horas nas amostras processadas a
2 mm utilizando-se sacos de TNT.

O consumo de matéria seca foi determinado empregando-se a equacao: CMS = {[(EF
x CIFZ) - IS] / CIFO} + CMSS; Onde, CMS = consumo de matéria seca (kg/dia); EF
excrecdo fecal (kg/dia); CIFZ = concentracdo do indicador presente nas fezes (kg/kg); IS

indicador presente no suplemento (kg/dia); CIFO = concentracdo do indicador presente na
forragem (kg/kg), CMSS = consumo de matéria seca do suplemento (kg/dia).

Os coeficientes de digestibilidade aparente total da matéria seca (MS), proteina bruta
(PB), fibra em detergente neutro (FDN), e extrato etéreo (EE), foram calculados de acordo
com o consumo total de nutrientes e a excrecdo fecal dos mesmos.

Nos dias 9, 10, 11, 12 e 13 de cada periodo experimental, quatro horas apés o
fornecimento do suplemento foram realizadas coletas de sangue, por pungdo da veia cava
caudal com o uso de tubos Vacutainer® e as amostras de sangue foram imediatamente
centrifugadas a 2.700 x g por 20 minutos e aliquotas de soro foram congeladas (-20°C) para
porterior determinacdo da uréia e creatinina plasmatica por colorimetria através do uso de Kits
comerciais (Gold Analisa®).

No 13° dia experimental foram coletadas manualmente amostras de contetdo ruminal
imediatamente antes da suplementacdo e 2, 4, 6, e 8 horas apds o fornecimento do
suplemento, na interface liquido/sélido do ambiente ruminal e filtradas por uma camada tripla
de gaze, uma amostra de liquido ruminal para a determinacdo do pH e da concentracdo de
nitrogénio amoniacal (N-NHs). As determinacfes do pH foram realizadas imediatamente apos
a coleta por intermédio de peagametro digital portatil e para a determinacdo do nitrogénio
amoniacal, separou-se uma aliquota de 40 mL, que foi fixada com 1 ml de HCI 1:1, sendo
acondicionada em recipiente de vidro com tampa de polietileno, identificada para posterior
analise. A determinacéo dos teores de N-NHz3 foi realizada conforme o método INCT-CA N-
007/1, descrito por DETMANN et al., (2012).

No 14° dia de cada periodo experimental foi realizada a coleta de urina, na forma

“spot”, quatro horas ap6s o fornecimento do suplemento, em micc¢ao esponténea dos animais,
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sendo armazenadas duas aliquotas. A primeira de 10 mL foi diluida em 40 mL de &cido
sulfarico (0,036 N), para a determinacdo da concentracdo de creatinina, uréia, acido Urico e
alantoina, segundo padronizacdo de Valadares et al. (1999). A segunda aliquota de 100 ml foi
conservada em 1 mL de é&cido sulfdrico (36N) e utilizada para a determinacdo da
concentracdo de N total urinario. As amostras foram imediatamente congeladas a -20°C para
analise posterior.

As analises de alantoina foram realizadas pelo método colorimétrico, conforme técnica
de Fujihara et al. (1987), descrita por Chen e Gomes (1992). Para a determinacdo da
concentracdo de creatinina e acido Urico foram utilizados kits comerciais (Labtest® e Gold
Analisa®).

A excrecéo total de derivados de purina (DP) foi calculada pela soma das quantidades
de alantoina e acido Urico excretado na urina, expressas em mmol/dia. As purinas microbianas
absorvidas (Pabs, mmol/dia) calculadas a partir da excrecdo de derivados de purinas na urina
(DP, mmol/dia), por meio da equacdo: DP = 0,85*Pabs + 0,385*PC%", em que 0,85 ¢é a
recuperacdo de purinas absorvidas como derivados urinarios de purinas e 0,385 PC%™ a
contribuicdo enddgena para a excrecao de purinas (VERBIC et al., 1990).

O volume total urinario foi determinado por intermedio da relacdo entre concentracéo
de creatinina na urina e sua excre¢do por unidade de peso corporal, adotando-se como padrédo
o valor de 27,36 mg/kg - PC: VU (l/dia) = (27,36 x PC) / [creatinina], obtido por Renno et al.
(2003) em novilhos cruzados e zebuinos, PC € o peso corporal do animal e [creatinina] € a
concentracdo de creatinina, em mg/L, encontrada na amostra de urina spot dos animais.

As excrecOes diarias de N-uréia e N-creatinina foram obtidas por meio do produto das
concentracdes de uréia e creatinina pelo volume urinario de 24 horas, multiplicado por 0,466
ou 0,3715, correspondente aos teores de N na uréia e creatinina, respectivamente. A partir da
excrecdo média diaria de creatinina, obtida no experimento em mg/kg PC/dia, e da
concentracdo de creatinina (mg/L) na amostra spot de urina.

No 15° dia de cada periodo experimental ocorreu a coleta da forrageira ingerida pelos
animais (extrusa), através do esvaziamento ruminal. Anteriormente a coleta os animais foram
submetidos a jejum por 12 horas, para se garantir o consumo total da forragem (Forbes,
1993), e evitar contaminacdo do material ja presente no rimen (Dubbs et al., 2003). Os
animais tiveram o rimen esvaziado manualmente, seco com panos de algoddo e limpo, todo
material foi acondicionado em tambores de plastico. Ap6s o esvaziamento ruminal os animais
foram recolocados em seus respectivos piquetes e pastejaram por 30-40 minutos; apos o

pastejo foi retirado o material ingerido presente no rumen. Coletou-se em média de 400 g de
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amostra, que foi armazenada em sacos plasticos, identificada, e transportada dentro de uma
caixa de isopor (para evitar fermentacdes indesejaveis e perda de umidade da amostra) até o
Laborat6rio de Nutricdo Animal/FCA/UFGD.

Estas amostras foram secas sob ventilagdo forcada (60°C) e processadas em moinho de
facas (1 e 2 mm). As amostras foram posteriormente compostas, com base no peso seco ao ar,
por piquete e periodo experimental.

No 11° dia de cada periodo experimental realizou-se a avaliacdo de comportamento
ingestivo dos animais, por meio do peso das sobras de suplemento nos cochos aos 20, 40, 60,
90, 120, 180, 300, 420, 540 e 1440 minutos apés o fornecimento do concentrado (Brody,
1945).

As amostras de forragem obtidas por esvaziamento ruminal, fezes, e suplementos
(processadas a 1 mm) foram avaliadas quanto aos teores de MS (método INCT-CA G-003/1),
PB (método INCT-CA N-001/1) e FDN (FDN; utilizando-se a-amilase termoestavel e
omitindo-se o uso de sulfito de sodio; método INCT-CA F-002/1) de acordo com os métodos
analiticos definidos pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal
(INCT-CA; Detmann et al., 2012). O teor de NDT da forragem foi calculado baseado no teor
de FDA, conforme equacéo proposta por Capelle et al. (2001): %NDT = 74,49 — 0,5635*FDA
(r*=0,82).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e regressdo polinomial pelo
comando PROC MIXED do programa Statistical Analysis System versdo 9.2 (SAS, 2009),
seguindo o modelo: Yijl= u+ Di+ Pj+ Al+ eijl; em que p = média geral, Di = efeito fixo de
dieta, Pj = efeito aleatorio de periodo, Al = efeito aleatdrio de animal e eij = erro.

Os dados de fermentacdo ruminal submetidos ao comando REPEATED do PROC
MIXED para avaliacdo de medidas repetidas no tempo, seguindo o modelo: Yij= pu+ Di+
tj+Di(tj)+ eij; em que : n = meédia geral, Di = efeito fixo de dieta, tj = efeito fixo de tempo de
coleta (0, 2 4, 6, 8 e 10 hs), Di(tj) = interacdo e eij = erro. Foi utilizado como efeito aleatorio
ao modelo o periodo e 0 animal. As analises de variancia e de regressdo dos dados foram

realizadas a 5% de probabilidade.
Para a avaliagdo do comportamento ingestivo do suplemento pelos animais foi
ajustado o modelo por Brody do tipo:
Y=a* (1 - e (-k*X))
Onde a e k sdo os parametros do modelo, e é o algarismo neperiano, e Y e x as

variaveis.
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Este modelo foi ajustado de forma que descrevesse o padréo de consumo do
suplemento concentrado (Y) em funcdo do tempo (X), durante 24 horas, referente aquele
tratamento. Os padrdes de ingestdo dos tratamentos foram comparados através do intervalo de
95 % de confianga dos pardmetros estimados do modelo Brody (KAPS; LAMBERSON,
2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio da Forragem

Durante todo o periodo experimental a disponibilidade total de matéria seca (MS) total
e MS potencialmente disponivel (MSpd) foi de 3.400,52 e 2.147,43 Kkg/ha; ja a
disponibilidade de MSVerde foi de 1998,15 kg (Tabela 1). Silva et. al (2009), descreve a
disponibilidade adequada de forragem esta entre 4.500 kg MS/ha e 1.200 kg MS verde /ha
para que haja seletividade do animal. Apesar da disponibilidade total de materia seca estar
abaixo destes limites, os dados apresentados para a disponibilidade de MS potencialmente
digestiveis e para MS verde indicam que os animais foram submetidos a oferta de folhas e
caule uma oferta de forragem suficiente para garantir o pastejo seletivo, sem alterar o

consumo dos animais.

Tabela 1: Disponibilidade de forragem de matéria seca verde (Ton MSVerde/ha), colmo (%),
folha (%), material senescente (%) e matéria seca potencialmente digestivel (MSpd %)

Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg MS)

0 400 800 1200 1600 Média
TON MsVerde/ha 1,95 2,23 1,85 1,77 2,2 1,99
Folha (%) 23,34 25,7 20,58 25,07 25,84 24,11
Colmo (%) 34,36 39,68 33,05 29,44 36,74 34,65
Material Senescente (%) 42,29 34,62 46,38 45,48 39,42 41,64
MSpd(%)* 62,86 61,02 62,75 63,59 65,55 63,15

*Matéria seca potencialmente digestivel; Mspd= [0,98(100-FDN)+(FDN-FDNi) - Paulino et al., (2008)

A forragem apresentou teores médios de proteina bruta de 8,53% (Tabela 2), estes
valores sdo superiores a 7% PB, que Van Soest (1994), cita como limite para a reducdo do

consumo.
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Apesar dos teores de proteina apresentaram valores médios, a relacéo energia: proteina
das forragens (NDT: PB); apresentou média de 5,99, o que estaria préximo dos valores pro
pospostos por Moore et al., (1999), indicando deficiéncia de proteina em relacdo a energia

disponivel, o que resulta em diminuicdo do consumo de forragens.

Tabela 2 - Composicdo bromatoldgica (%MS) da forragem (Urochloa brizantha,
syn. Brachiaria brizantha), ingerida pelos animais

Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg MS)

0 400 800 1200 1600 Média
MS 13,25 14,46 14,79 19,86 19,65 16,4
PB 8,52 10,21 9,08 7,73 7,11 8,53
FDN 62,4 67,5 69,86 61,67 64,81 65,25
FDA 45,65 45,48 45,46 47,43 41,71 45,15
Cz 13,39 13,06 12,25 16,24 13,69 13,72
NDT / PB 5,87 4,91 5,52 6,34 7,33 5,99

*MS =matéria seca, PB = proteina bruta, FDN = fibra em detergente neutro, FDA = fibra em detergente 4cido,
CZ = Cinzas (Material Mineral). * %NDT = 74,49 — 0,5365*FDA, Capelle et al. (2001).

Consumo de matéria seca e de nutrientes

O consumo total de matéria seca (P=0,043), de forragem (P=0,007), apresentaram
comportamento quadréatico (Tabela 3), com niveis étimos de quitosana de 895 e 954 mg/kg de
MS. O aumento no consumo total de matéria seca proporcionou melhora no coeficiente de
digestibilidade da mesma. O consumo de proteina bruta (PB) e FDN também foram
influenciados pela inclusdo de quitosana, e apresentaram niveis 6timos de 895 e 940 mg/kg de
MS.

O fornecimento de nitrogénio para animais em pastejo deve ser focado em dois
aspectos diferentes, suprimentos de compostos nitrogenados para crescimento microbiano e
adequacdo metabolica para utilizacdo de nutrientes absorvidos (Leng, 1990, Detmann et al.,
2014). Segundo Fadel EI-Seed et al., (2003), a quitosana possui 67mg de N/ g, podendo atuar
como agente protetor de proteina, e aumentar o fluxo de compostos nitrogenados, alterando o
consumo de nutrientes e alterando os mecanismos de controle de consumo; com isso 0
consumo voluntario que seria limitado por mecanismos associados a reple¢do ruminal, passa a
ser alterado devido a elevacdo da disponibilidade de nitrogénio dietético, proximas de 145
g/kg de MS (Detmann, et al., 2014), valores estes proximos ao encontrado para 0s niveis de

quitosana fornecidos.


https://en.wikipedia.org/wiki/Synonym_(taxonomy)
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Tabela 3: Valores médios de consumo e digestibilidade aparente total da MS de novilhos
suplementados com diferentes niveis de incluséo de quitosana

Item Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg MS)? EPM! Valor de P?
0 400 800 1200 1600 Linear Quad
Consumo (kg/dia)
Forragem® 796 9,76 13,57 11,53 9,99 1,38 0,457 0,007
Suplemento (g/dia) 539,10 527,10 529,2 529,50 534,90 18,42 0,967 0,847
Total® 8,45 10,23 14,05 12,01 10,48 1,38 0,449 0,043
Proteina bruta® 1,14 152 167 1,79 1,43 0,18 0,562 0,006
FDN® 650 7,89 10,85 9,19 8,10 1,07 0,349 0,005
Extrato etéreo 0,235 0,278 0,317 0,310 0,276 0,03 0,627 0,470
Coeficiente de digestibilidade (%)
Materia seca ® 61,77 66,64 6564 66,39 67,46 0,52 0,034 0,432
Proteina bruta © 75,05 80,80 77,36 78,10 78,45 0,32 0,001 0,765
FDN 58,09 61,84 59,16 59,51 60,62 0,47 0,385 0,783
Extrato etéreo 81,32 84,25 83,05 8328 8372 1,04 0,510 0,607

WYy= 7,612 + 0,0105X -0,0000055X?, r’= 0,67; @Y= 8,097+ 0,0103X -0,0000055X?, r’= 0,73; @Y= 1,129+
0,012X -0,0000000067X?, r?= 0,53; “Y= 6,241+ 0,0079X -0,0000042X?, r>= 0,54;

Gandra et al., (2016), avaliando a quitosana (20 g/Kg de MS) para novilhas
confinadas, encontraram reducdo do consumo de matéria seca e de FDN, com aumento da
digestibilidade da matéria seca. Araujo et al. (2015), encontraram aumento nos coeficientes de
digestibilidade sem alteracdo do consumo, Esses efeitos sdo atribuidos a alteracdes na
fermemtacdo ruminal, devido ao aumento das concentracdes de propionato ruminal (Goiri et
al, 2010).

Estudos in vitro mostram efeitos negativos sobre a digestibilidade da MS e da FDN,
em dietas com baseadas em forragem (Wencelova et al., 2014), este efeito esta associado aos
efeitos adversos da quitosana sobre os protozoéarios celuloliticos, porém Belanche et al.,
(2016) demostaram efeitos sobre bactérias celuloliticas como Fibrobacter; Butyrivibrio e
Ruminococcus e bactérias Hemiceluloliticas (Eubacterium), estes efeitos estdo
correlacionados com o total de bactérias e podem ser compensadas pelas baixa abundancia de
bactérias celuloliticas. A reducdo da atividade celulolitica (Predominante Gram-positiva), foi
associada a um aumento da atividade amilolitica causada pela quitosana, colocando em
destague que a acdo da quitosana seria sobre a interacdo eletrostatica com a parede celular das
bactérias (Sudarshan et al., 1992). Neste trabalho a adicdo de quitosana ndo alterou a
digestibilidade de FDN, porém, proporcionou maior sintese de nitrogénio bacteriano.

A hidrélise da quitosana pode favorecer essas bactérias a usarem-na como fonte de

energia causando alteracGes na populagdo bacteriana e nos produtos finais da fermentacédo
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(Wu, 2011), o que poderia explicar a alteracdo na digestibilidade de MS e no consumo dos
animais.

Goiri et al (2009 a, ¢ ), desmonstraram que a quitosana reduz a digestibilidade in vitro
de compostos fibrosos, decorrente da reducdo da taxa de degradacdo da fibra, sugerindo
atuacdo sobre bactérias celuloliticas. Sousa et al. (2011), destacaram que a quitosana
apresenta baixa estabilidade quando exposta ao ambiente ruminal devido a sua estrutura ser
similar a celulose, indicando que ela pode ser degradada (Belanche, et al., 2016); no entanto
poucas bactérias foram identificadas como possiveis degradadoras de quitosana no rimen
(Kopecny e Hodrova 2000).

Belanche et. al (2015), avaliando a quitosana em ensaios in vitro, revelou acgao anti-
protozoéria, promovendo uma reducdo na atividade dos protozoarios de até 56% na dose de
2¢g/L, sugerindo que a quitosana pode ser responsavel pela diminuicdo da degradacdo ruminal
e da taxa de fermentacdo, e consequentemente modificar os processos digestivos e assim 0
consumo de nutrientes.

Garcia-Rodriguez et al (2011), avaliou a suplementacéo de quitosana na concentracéo
de 1,2% em ovelhas lactantes alimentas com feno e concentrado e observou diminui¢cdo no
consumo de matéria seca, porém sem prejudicar a producdo leiteira dos animais. A
diminuicdo do consumo esta diretamente relacionada com o aumento da eficiéncia alimentar.

Aradjo (2011) utilizou diferentes concentracdes de quitosana em novilhos nelores
confinados e constatou melhorias aparente na digestibilidade da matéria seca e nutrientes e
gue a quitosana desvia 0 metabolismo animal para rotas energéticas mais eficientes atraves da
glicose plasmatica.

Com a inclusdo de quitosana na suplementacdo ndo houve aumento da digestibilidade
da MS (Tabela 3). Estes resultados concordam com o reportado na literatura com a utilizagédo
de monensina (HALL, 2000; Mc GUFFEY et al., 2001) e coerentes com 0 aumento da
digestibilidade do FDN, razdo que pode intervir diretamente na digestibilidade da MS (NRC,
1996) demonstrando que a quitosana possa no futuro substituir a monensina, visto que, no
presente estudo podemos observar maior digestibilidade da proteina bruta a medida que se

aumentou a concentracdo de quitosana.
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Parametros Ruminais

N&o houve efeito da incluséo de quitosana sobre o pH ruminal dos animais (P>0,05),
obtendo média entre os tratamentos de 6,5 (Tabela 4; Figura 2), valores estes superiores ao
limite minimo para de 6,2 proposto por Russell & Wilson (1996), para que ocorra a maxima
atividade dos microrganismos, bem como crescimento microbiano, fermentagdo ruminal e
degradacdo da FDN. Os valores de pH encontrados neste trabalho reforcam os relatos de que
dietas com predominancia de forragens apresentam pH préximo a neutralidade.

Tabela 4 - Valores médios de pH ruminal e N-NH3 (mg/dL) do liquido ruminal de
novilhos suplementados com quitosana.

Item Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg EPM!  Valor de P?
MS)?
0 400 800 1200 1600 Linear Quad
pH 6.50 6.46 6.55 6.53 6.54 0.01 0.237 0.954

N-NHz; (mg/dL)® 11.67 1229 1263 1621 1061 0.52 0.424 0.005
@Wy=11.0 + 0.007x-0.000004x?; r’=0.35.
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Figura 2 — Valores médios de pH ruminal de novilhos suplementados com quitosana e em
funcédo dos tempos de coleta.
Houve efeito quadratico (P=0,005) para as concentracbes de N-NHs ruminal, onde o

nivel de inclusdo 6timo foi de 875 mg/kg MS (Tabela 3; Figura 3).A concentragdo de amdnia
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ruminal acima de 15mg/dL de fluido ruminal pode estimular o consumo de matéria seca dos
animais (Detmann, et al., 2009), o estaria associado ao maior consumo de matéria seca
apresentado pelos animais suplementados com quitosana. Detmann et al (2009) destacaram
como 8 mg/dL de am6nia ruminal o limite minimo asseguram disponibilidade de compostos
nitrogenados para a degradacdo dos compostos fibrosos; ocorrendo assim adequacdo do meio

de crescimento a disponibilidade de compostos nitrogenados para o anabolismo microbiano.
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Figura 3 - Valores médios de N-NHsz (mg/dL) do liquido ruminal de novilhos
suplementados com quitosana em funcéo do tempo de coleta.

As concentracdes de amdnia ruminal podem estar relacionada a degradacdo da
proteina e a sintese de proteina microbiana (Makkar, et al., 1998), no entanto Goiri et al.,
(2010) destacam reducdo na concentracdo de amodnia ruminal decorrente a reducdo na
fermentacdo dos aminoacidos, ao invés das propriedades microbianas associadas a quitosana,
ou aumento da utilizacdo para sintese de proteina microbiana. No ambiente ruminal com pH
préximo a neutralidade os grupos —NH>" da quitosana podemo interagir eletrostaticamente
com a carga negativa do grupo carboxila do AA, protegendo contra a degradacdo ruminal
(Chiang et al., 2009), o que corrobora com as afirmacdes de Fadel El Seed, et al.,(2003), de

que a quitosana € uma fonte de proteina indegradavel no rumen.
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Neste trabalho o aumento de nitrogénio amoniacal ruminal proporcionou aumento na
sintese de nitrogénio e de proteina bruta microbiana (Tabela 5), onde o nivel 6timo foi de 850
mg/kg MS sem alterar o Balango de nitrogénio dos animais (Tabela 6). Segundo Belanche et.
al (2015), a quitosana possui acdo anti-protozoaria, podendo reduzir a concentracdo de
butirato o que é compensada pelo aumento das concentracdes de propionato, o que poderia
reduzir a producdo de ions H: e alterar a populacdo microbiana. Ensaios in vitro
demonstraram que a quitosana aumenta a eficiéncia do uso de energia, pois reduz a

degradabilidade sem alterar a producdo total de &cido graxos (Goiri et al., 2009b).

Tabela 5 - Médias da eficiéncia de sintese Microbiana de novilhos suplementados com
diferentes niveis de incluséo de quitosana.

Item Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg MS)* EPM!  Valor de P?

0 400 800 1200 1600 Linear Quad
mmol/L

Alantoina 4,56 4,91 5,49 4,76 4,73 0,39 0,895 0,243

Acido Urico 2,61 3,80 2,14 2,85 4,75 0,41 0,176 0,190

Purinas totais 7,17 8,71 7,62 7,61 9,48 0,45 0,193 0,577

mmol/dia

Alantoina 75,58 82,08 92,82 80,05 75,60 7,54 0,962 0,368

Acido Urico 46,73 68,99 3565 48,07 71,57 7,23 0,485 0,325

Purinas totais 122,32 151,08 128,48 128,12 147,18 10,17 0,689 0,971

Purinas abs® 82,72 89,12 102,81 87,66 81,55 8,66 0,458 0,004

g/dia
Nitrogénio® 60,14 64,79 74,74 63,73 59,29 6,30 0,564 0,032

Proteina bruta® 375,91 404,96 467,16 398,33 370,59 39,38 0,564 0,032

Y=81,84+0,037X- 0,00003X? r>=0,57; @Y=59,50+0,027X- 0,00002X? r*=0,64;
®Y=371,90+0,170X- 0,0001X? r>=0,57;

Belanche et al., (2016), destacaram que a quitosana aumenta a concentracdo de aménia
duas (2) horas ap6s a alimentagdo, sendo que a deaminacgdo da quitosana é o passo inicial para
a sua degradacdo, pelas bactérias ruminais (BEIER e BERTILSSON, 2013), No entanto a
degradacdo do grupo amina (R-NH2), em amoénia (NHs), pode explicar as maiores
concentracdes de amonia nas dietas com quitosana.

Belanche et al., (2016), que o suprimento extra proporcionado pela deaminacdo da
quitosana e a baixa retencdo de amdnia pelos microorganismos ruminais, levam a maiores
picos de amonia ruminal, ao invés de aumentar a protedlise dos alimentos. A baixa
incorporacdo de N pelas bactérias alimentadas com quitosana pode ser decorrente da pequena

quebra de proteina bacteriana (Belanche, et al., 2011) aumentando a eficiéncia de utilizacdo
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no Nitrogénio, que em termos aumenta o fluxo de proteina e a eficiéncia de sintese (g de N
microbiana).

Gandra et al., (2016), encontraram reducdo no fluxo microbiano com a adigéo da
quitosana, que segundo os autores estd associada sua atividade antimicrobiana, atuando
principalmente sobre bactérias gram positivas, sendo que estes efeitos sdo reduzidos em pH
acidos (Senel & McClure, 2004).

N&o houve diferenca (P>0,05) nas excrecBes diarias em mmol/L dos derivados de
purina, mas sim para purinas absorvidas, sendo o nivel 6timo em 617 mg/kgMS.

N&o houve efeito da adicdo de quitosana para o Balanco de nitrogénio (Tabela 6),
onde todos os tratamentos apresentaram balanco positivo com retencdo de Nitrogénio.
Mesmo ndo apresentando significancia, os dados sugerem que os animais suplementados com
quitosana apresentaram melhor utilizacdo do nitrogénio que 0s animais que recebiam apenas o
suplemento (110,51 x 50,13 g/dia).

Os animais ruminantes possuem habilidade em conservar o nitrogénio por longos
periodos, por meio de mudancas na permeabilidade do trato gastrintestinal e da regulacéo da
excrecdo renal, mantendo o fornecimento de nitrogénio através da reciclagem de uréia. O
balanco de nitrogénio € importante na avaliagdo do equilibrio nitrogenado do animal e se

quando mantido em determinadas condicdes alimentares, ocorre ganho ou perda de N.

Tabela 6 — Balanco de Nitrogénio de novilhos suplementados com diferentes niveis de
incluséo de quitosana.

Item Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg MS)* EPM? Valor de P?

0 400 800 1200 1600 Linear Quad

Consumo (g/dia)
Nitrogénio®® 183.26  243.67 267.59 287.80 230.18 29.69 0.562 0.006
Excrecédo (g/dia)

Fezes 133.12 135.83 158.17 160.27 13295 16.85 0.829 0.546
Urina 46.46 68.77 41.77 60.41 36.80 537 0.466 0.308
Balanco (g/dia)

Absorvido 50.13 107.84 109.42 12753 97.23 16.96 0.314 0,548
Retido 3.66 39.06 67.64 67.11 60.42 18.06 0.564 0.436
Excrecéo (% NT)

Fezes 72.05 52.58 60.57 60.08 57.65 3.30 0.378 0.371
Urina 31.22 53.83 19.56 33.11 20.55 6.79 0.371 0.682
Balanco (% NT)

Absorvido 27.94 47.41 39.42 39.91 42.34 330 0.378 0.371
Retido 2.00 16.03 25.28 23.32 26.25 736 0.207 0.957

@Wy=180,63 + 0,205X -0,0002 X, r’= 0,74
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As excrecdes de uréia (mg/kg PV) e a excrecdo fracional de ureia (%) foram
significativas (Tabela 7), com ponto 6timo em 571 mg/ kg MS para total e 625 mg/kg MS,
ndo sendo observado efeito para a as concentragfes plasmatica e urinaria de creatinina e para
0 nitrogénio ureico. A concentracdo de creatinina ndo é afetada por mudancas na dieta e as
taxas de excrecdo podem ser diferentes de acordo com o crescimento dos animais (Chizzotti,
et al. 2008). Segundo 0 NRC (1996), animais alimentados com dietas adequadas em energia, a
porcentagem de proteina diminui e a de gordura aumenta no corpo vazio a medida que seu
peso se aproxima do peso a maturidade. Desse modo, em animais em crescimento, a
porcentagem de tecido muscular varia de acordo com o peso animal e, consequentemente, a
excregdo de creatinina pode ser alterada. Animais adultos apresentam menor variagdo na
composicdo corporal e, portanto, a excrecdo de creatinina ao peso Vvivo torna-se menos
variavel (Leal et al., 2007).

Tabela 7 - Valores médios para concentracdo de uréia e creatinina na urina, concentragdo de
uréia e creatinina sanguinea, excrecao de uréia e creatinina na urina, excrecao de creatinina,
uréia e creatinina plasmatica, excrecao fracional de ureéia.

Iltem Niveis de inclusdo de quitosana (mg/kg MS)* EPM!  Valor de P?
0 400 800 1200 1600 Linear Quad
Urina (mg/dL)
Ureia 164,80 187,20 129,60 158,00 113,20 20,79 0,392 0,789
Creatinina 1,24 1,26 0,88 1,08 0,92 0,13 0,437 0,858
N-Ureico 76,79 87,23 60,39 73,62 52,75 9,69 0,392 0,789
N- Creatinina 0,45 0,46 0,32 0,40 0,34 0,02 0,446 0,865
Sangue (mg/dL)
Ureia 32,60 32,20 32,00 31,60 31,60 1,750 0,776 0,955
Creatinina 1,49 1,36 1,42 1,45 1,65 0,06 0,431 0,305
N-Ureico 15,19 15,00 14,91 14,72 14,72 0,81 0,776 0,955
N- Creatinina 0,55 0,50 0,52 0,54 0,61 0,02 0,433 0,279
Excrecéo (mg/kg PV)

Ureia® 371,64 539,16 765,78 296,98 196,99 26,30 0,489 0,002
Creatinina 28,34 28,42 2841 28,41 28,37 0,13 0,969 0,845
Clearence (24 horas)

Ureia® 11,26 15,83 18,85 10,04 7,47 3,09 0,639 0,007
Creatinina 16,48 11,96 19,25 11,17 10,69 165 0,112 0,953
Excrecédo fracional (%)

Ureia® 81,26 87,71 8530 82,20 79,85 14,35 0,930 0,050

WY= 440,48 + 0,40X — 0,00035X? , r>= 0.62; @Y= 12.34 + 0,009X — 0,000007X? , r>= 0.45, 642 mg/kg MS;
@Y= 82,32 + 0,01X — 0,000008X? , r>= 0.67

A manutencdo dos niveis normais de uréia no sangue é essencial para reduzir a

despesa com energia N excrecdo na urina. A uréia plasmética é eliminada pelos rins, por
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processo passivo, secundario a reabsorcdo de fluidos. Portanto podemos concluir que, a
quantidade de uréia excretada ¢ influenciada por estas funcdes, e também segundo Harmeyer
& Martens (1980), ela pode ser alterada principalmente por sua concentragdo plasmatica,
dependendo das condicBes dietéticas do animal. Ao contrério do presente estudo, Garcia-
Rodriguez et al. (2011) reportou aumento de 8.9% de uréia no sangue de ovinos
suplementados com quitosana durante a lactacdo e atribuiu a ocorréncia a menor

degradabilidade de proteina ruminal.

As estimativas de consumo dos animais através do modelo de Brody foram inferiores
ao consumo de suplemento dos animais (média de 531,96 g/dia), porém o0s animais
suplementados com 1200 mg/kg de MS apresentaram 0s maiores valores estimados, com
velocidade de ingestdo media (Tabela 8; Figura 4), o que influenciaria os picos de NH3
ruminais (Tabela 4) e o consumo de proteina bruta. Apesar de apresentar a maior velocidade
de ingestdo (parametro k), os animais apresentaram a menor estimativa de consumo. Os
intervalos de confianga estimados para o parametro velocidade de ingestdo (parametro k) para
os 0; 400; 800 e 1600 mg/kg de MS, ndo foram alterados, indicando a ndo existéncia de
diferencas para a velocidade de ingestdo de suplemento. Goes et al., (2015), avaliaram
diferentes suplementos proteicos e ndo encontraram alteracdo na velocidade de consumo de
suplemento, destacando que suplementos com elevadas quantidades de proteina bruta

apresentam as menores estimativas de consumo de suplemento.

Tabela 8. Estimativas de consumo, intervalos de confianca assintoticos e erro padrédo
assintético dos parametros do modelo de “Brody” do consumo de suplemento concentrados
com quitosana

Intervalo assintético de 95% de Erro padrédo

Quitosana Estimativa fi q L N
glkg de MS . .co.n |an.<;a ae§t|mat|va . assintotico
Limite inferior  Limite Superior
Parametro “a”
0 87,72 -34,5182 197,90 57,1314
400 118,20 -31,1776 267,60 73,4154
800 148,90 -27,3933 325,20 86,6472
1200 229,00 27,6071 430,40 98,9905
1600 57,42 -46,7055 161,50 51,1792
Parametro “k”
0 0,1711 -0,1954 0,5376 0,1801
400 0,0411 -0,3238 0,4060 0,1794
800 0,0333 -0,3113 0,3179 0,1694
1200 0,1220 -0,4287 0,1846 0,1504
1600 0,2196 -0,2322 0,6713 0,2220

Parametro “a”: intervalos de consumo; Parametro “k”: velocidade de ingestao.
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Figura 4 - Padrdes diarios de consumo de suplementos proteicos com diferentes niveis de

quitosana, fornecidos a bovinos em pastejo (g/min).

4. CONCLUSAO

A inclusdo de quitosana na proporcéo de 900mg/kg de MS proporcionou alteragdes no

consumo de matéria seca, na fermentacdo ruminal e na sintese de proteina microbiana.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo e os relatos disponiveis até 0 momento demonstram que a proposta
de utilizacdo da quitosana como agente modulador de fermentacdo ruminal € promissora. Mas
ainda se faz necessario a realizacdo de novas pesquisas para que seja determinado o exato
mecanismo de ac¢do da quitosana sobre 0s microrganismos ruminais, doses de administracao,
e seus efeitos sobre desempenho produtivo animal, a fim de viabilizar sua utilizagdo na

nutricdo de ruminantes.



