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CRUZ, Fernanda Naiara Fogaca da. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, MS. Dezembro de 2025. 78p. Quitosana e Liquido de castanha de caju
como aditivos para bovinos. Orientador: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de
Goes; Coorientador: Jefferson Rodrigues Gandra

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da combinacdo de quitosana e liquido da casca de castanha
de caju, sobre os parametros da fermentacdo ruminal e emissdo de gases efeito estufa,
metabolomica, digestibilidade de bovinos alimentados com dietas a base de graos
inteiros. Foram realizados dois experimentos simultdneos: 1: dose fixa de quitosana
com doses crescentes de liquido de castanha de caju técnico (LCCt); 2: dose fixa de
LCCt e doses crescentes de quitosana. Cada ensaio contou com 4 animais, distribuidos
aleatoriamente em delineamento quadrado latino (4 x 4). As dietas ofertadas basearam-
se em 85% de grao de milho inteiro e 15% de péllet proteico- mineral-vitaminico. Os
tratamentos do experimento da dose fixa de quitosana com doses crescentes de LCCt
basearam-se em: controle com monensina (MON) (25mg/kg/MS); Q+LCCtl:
375mg/kg/MS de quitosana + 300mg/kg/MS de LCCt; Q+LCCt2: 375mg/kg/MS de
quitosana + 600mg/kg/MS de LCCt; Q+LCC3: 375mg/kg/MS + 900mg/kg/MS. Para o
experimento com a dose fixa de LCCt e as doses crescentes de LCCt, utilizou-se:
controle (CON) com monensina (25mg/kg/MS); LCCt+Q1: 600mg/kg/MS de LCCt +
375mg/kg/MS de quitosana; LCCt+Q2: 600mg/kg/MS de LCCt + 750mg/kg/MS de
Quitosana; LCCt+Q3: 600mg/kg/MS de LCCt e 1125mg/kg/MS. No experimento 1 ndo
houve efeito (P>0,05) sobre o consumo, digestibilidade dos nutrientes, pH, derivados de
purinas, AGCC e nitrogénio amoniacal. Para o experimento 2 houve efeito (P<0,05)
para teores de alantoina, derivados de purina, proteinas absorvidas, nitrogénio
microbiano, proteina microbiana e eficiéncia microbiana. A andlise metaboldmica do
plasma e do liquido ruminal do experimento 1 mostrou que a monensina ¢ a Q+LCCl
sao semelhantes entre si, mas diferem da Q+LCC2 e Q+LCC3. O tratamento Q+LCCt2
apresentou a maior diferenca visivel na gera¢do de calor e o tratamento Q+ LCCtl a
maior similaridade quando comparado ao tratamento controle (monensina). A analise
metabolomica do plasma no experimento 2 mostrou que a monensina, o tratamento
LCCt+Q2 e LCCt+Q3 sao semelhantes entre si, mas diferem da LCCt+Q1. A anélise

dos metabolitos do liquido ruminal mostrou que a monensina e o tratamento LCCt+Q1
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sao semelhantes, mas que ambos diferem dos LCCt+Q2 e LCCt+Q3. Assim,
considerando os efeitos similares desejaveis e o perfil metabolémico equivalente e seus
efeitos sobre o processo fermentativo ruminal, a dose 600mg/kg/MS + 375mg/kg/MS
(tratamentos Q+LCCt2 e LCCt+Q1) motrou-se como o tratamento potencial substituto a

monensina em dietas de bovinos de corte alimentados com altas proporc¢des de graos.

Palavras-chave:, aditivos alternativos, 6leos funcionais, biopolimero, ruminantes.
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CRUZ, Fernanda Naiara Fogaga da. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, MS. Dezembro 2025. 78p. Chitosan and cashew nut shell liquid as
additives for cattle Orientador: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de Goes;
Coorientador: Jefferson Rodrigues Gandra

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the combination of chitosan and
cashew nut shell liquid on ruminal fermentation parameters, greenhouse gas emissions,
metabolomics, and digestibility in cattle fed whole-grain-based diets. Two simultaneous
experiments were conducted: 1: fixed dose of chitosan with increasing doses of
technical cashew nut shell liquid (CNSLt); 2: fixed dose of CNSLt with increasing
doses of chitosan. Each trial included 4 animals, randomly distributed in a 4 x 4 Latin
square design. The diets offered were based on 85% whole corn grain and 15% protein—
mineral-vitamin pellet. The treatments for the experiment with a fixed dose of chitosan
and increasing doses of CNSLt were: control with monensin (MON) (25 mg/kg DM);
Q+CNSLtl1: 375 mg/kg DM chitosan + 300 mg/kg DM CNSLt; Q+CNSLt2: 375 mg/kg
DM chitosan + 600 mg/kg DM CNSLt; Q+CNSLt3: 375 mg/kg DM + 900 mg/kg DM
CNSLt. For the experiment with a fixed dose of CNSLt and increasing doses of
chitosan, the treatments were: control (CON) with monensin (25 mg/kg DM);
CNSLt+Q1: 600 mg/kg DM CNSLt + 375 mg/kg DM chitosan; CNSLt+Q2: 600 mg/kg
DM CNSLt + 750 mg/kg DM chitosan; CNSLt+Q3: 600 mg/kg DM CNSLt + 1125
mg/kg DM chitosan. In Experiment 1, there was no effect (P > 0.05) on intake, nutrient
digestibility, pH, purine derivatives, volatile fatty acids (VFA), or ammonia nitrogen. In
Experiment 2, there was an effect (P < 0.05) on allantoin levels, purine derivatives,
absorbed proteins, microbial nitrogen, microbial protein, and microbial efficiency.
Metabolomic analysis of plasma and ruminal fluid from Experiment 1 showed that
monensin and Q+CNSLtI are similar to each other but differ from Q+CNSLt2 and
Q+CNSLt3. The Q+CNSLt2 treatment showed the greatest visible difference in heat
generation, while Q+CNSLt]l showed the greatest similarity when compared to the
control treatment (monensin). Metabolomic analysis of plasma in Experiment 2 showed
that monensin, CNSLt+Q2, and CNSLt+Q3 are similar to each other but differ from
CNSLt+Q1. Analysis of ruminal fluid metabolites showed that monensin and
CNSLt+Q1 are similar, but both differ from CNSLt+Q2 and CNSLt+Q3. Thus,

considering the similar desirable effects, the equivalent metabolomic profile, and their
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effects on the ruminal fermentation process, the dose of 600 mg/kg DM + 375 mg/kg
DM (treatments Q+CNSLt2 and CNSLt+Ql) proved to be a potential substitute

treatment for monensin in diets of feedlot cattle fed with high grain proportions.

Keywords: alternative additives, functional oils, biopolymer, ruminants.
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CAPITULO 1

1.CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
numeros que ja superam o total de 238 milhdes de cabecas de acordo com o ultimo
censo agropecudrio (IBGE, 2023). Com o crescente aumento na demanada por
alimentos e por consequéncia, na proteina animal, estratégias e tecnologias precisam ser
utilizadas para que que as necessidades sejam supridas. O exemplo disso sdo os
sistemas de terminac¢dao de bovinos em confinamento, sendo possivel obter-se animais
acabados em tempo menor quando comparado aos bovinos terminados a pasto
(FERRACINTI et al, 2022).

A estratégia de terminagdo de bovinos em sistemas de confinamento visa a
intensificagdo da produgdo de bovinos para o abate, sendo alternativa importante em
periodos de seca, quando as disponibilidades de forragem s3o limitadas. Outro
importante aspecto, ¢ a intensificagdo da producdo de graos que sdo a base das dietas
presentes neste sistema de producdo, possibilitando entdo, o maior uso de graos em
confinamentos (MENDES et al, 2023).

O uso de dietas com graos ricos em carboidratos de facil fermentacdo para
animais confinados podem ocasionar distirbios metabdlicos como a acidose subaguda
(SARA), afetar o consumo dos alimentos, prejudicar as func¢des ruminais com a
diminuicdo da sua motilidade, podendo ocasionar distirbios secundarios como
alteracdes locomotoras (TAVARES et al, 2019) e abcessos hepaticos (REINHARDT &
HUBBERT, 2015).

Os aditivos alimentares sdo empregados para melhorar a eficiéncia do
aproveitamento da dieta, o desempenho animal, saude dos animais e a reducdo nas
emissOes de metano. Nesta categoria incluem-se vitaminas, 6leos, compostos fingicos,
aminoacidos, minerais e compostos esteroidais (HONAN et al, 2021). Nesse contexto, a
quitosana vem sendo utilizada como aditivo nas dietas de bovinos melhorando a
eficiéncia da utilizagdo dos nutrientes (JIMENEZ-OCAMPO et al., 2021) e o liquido de
castanha de caju técnico (LCCt) ¢ visto como um potencial aditivo para ruminantes
devido sua capacidade de modificar a microbiota € modular a fermentacao ruminal (OH

et al.,2017).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIETAS DE ALTO GRAO PARA CONFINAMENTOS

Os cereais sao a principal fonte energética na alimenta¢ao dos bovinos em
confinamento (SANTOS & MOSCARDINI, 2007), sendo o milho, o grio mais
utilizado devido as suas caracteristicas nutricionais e a sua produ¢do em todo territorio
brasileiro (CATTELAM et al., 2018). As dietas de alto grdo utilizadas para ruminantes,
baseiam-se exclusivamente na oferta do grdo de milho ndo processado, intacto,
adicionado a um suplemento mineral- proteico- vitaminico (RODRIGUES et al., 2024).
A maior utilizacao de dietas ausentes em volumosos esta associada a intensificacao dos
sistemas de produgdo, com aumento consideravel de animais terminados em
confinamento, permitindo que bovinos criados sob essas condi¢des atinjam seu maximo
ganho de peso, com lotes mais uniformes e produzidos em menor intervalo de tempo
(DIAS et al., 2016).

As proporg¢oes utilizadas nas dietas de alto grdo sdo 85% de milho inteiro e
15% do péllet mineral-proteico- vitaminico, caracterizando-se como uma dieta de alta
densidade energética. O seu emprego apresenta vantagens como uso de apenas dois
ingredientes, reducao de custos com a produgdo do volumoso e reducdo do uso de mao
de obra para para manipulacdo da dieta. Para utilizagdo das dietas sem volumoso, a
estratégia adotada ¢ seu uso nos ultimos 30-40 dias da terminagdo, pois ¢ quando os
animais ja se encontram adaptados ao manejo e reduz-se a possibilidade de sobras ou
rejeigdo da dieta (PAULINO et al., 2013).

No entanto, as dietas com elevadas propor¢des de concentrados apresentam
altos teores de carboidratos que elevam a producdo dos 4cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) (LIU et al., 2020), podendo comprometer os mecanismos de manuten¢do da
homeostase, com alteragdes na microbiota ruminal, redu¢do do pH e a ocorréncia de
distiirbios metabolicos (ABRAO et al., 2015). A elevacio dos AGCC pode levar a
ocorréncia de acidose ruminal subaguda (SARA), que no rebanho apresenta sinais
clinicos sutis ou silenciosos, com impacto significativo em seu desempenho,
comprometendo o ganho de peso e provocando a extin¢do das bactérias celuloliticas
(MINAMI et al., 2020). Nesse contexto, a utilizacdo de aditivos alimentares auxilia no

controle do pH e na modulacdo da fermentacdo ruminal, reduzindo as perdas
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energéticas, diminuindo as produgdes de lactato e metano, melhorando a satde e o

desempenho animal (SILVESTRE et al., 2023).

2.2 ADITIVOS ALIMENTARES PARA BOVINOS EM CONFINAMENTO

Nos ultimos anos, pesquisas estao sendo realizadas com foco nas melhorias dos
processos fermentativos do rumen, com é&nfase em incrementar a producdo de
propionato, reduzir a metanogénese e a protedlise, resultando em melhoria da eficiéncia
produtiva dos bovinos. Para que tais objetivos fossem alcangados, inicialmente optou-se
pela manipulacdo da dieta e mais recentemente, uso de aditivos alimentares que
auxiliem no alcance dos resultados. A utilizacdo de aditivos nos confinamentos de
bovinos de corte, reforca a preocupacdo com a sustentabilidade na produgdo de
alimentos, redu¢ao dos gases como o metano e no aumento da eficiéncia alimentar pelos
animais (VIANA et al., 2020).

A monensina sodica ¢ o principal aditivo utilizado como modulador da
fermentagdo ruminal, mas s3o crescentes os estudos que buscam substitui-la, uma vez
que substancias sintéticas estdo sendo desaprovadas por produtores e pelo mercado
consumidor (RIGOBELO et al., 2014). Outro importante aspecto a ser considerado
nesse contexto, trata-se da fixa¢do de limites méximos para a utilizagdo de aditivos na
alimenta¢do animal pela Food and Agriculture Organization (FAO) em 2008 e a
proibicdo de antibidticos promotores de crescimento, como a monensina, pela Unido
Europeia a partir de 2006 (BARDUCCI et al., 2013). A proibicdo baseia-se no efeito
seletivo que apresentam sobre 0s microrganismos ruminais e seu impacto sobre a saude
publica, a partir da capacidade de inteferir também sobre agentes patogénicos humanos,
aumentando sua resisténcia a antimicrobianos (LOPES et al., 2023).

As alternativas naturais vistas como potenciais substitutos da monensina na
modulacdo da fermenta¢do ruminal incluem acidos organicos, probidticos, leveduras e
metabolitos secundérios de plantas chamados de 6leos funcionais (OSMARI et al.,

2015).
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2.3. A QUITOSANA E SEU USO COMO ADITIVO PARA BOVINOS
CONFINADOS

A quitina ¢ um polisacarideo semelhante a celulose tanto em sua estrutura
quanto em sua funcdo (PAZ & SANTOS, 2024). A quitosana (poli B-1,4-D-
glucosamina) ¢ um biopolimero obtido a partir da quitina, presente nos exoesqueletos de
crustaceos, insetos e parede celular de microrganismos (MACHADO et al., 2020),
possuindo como caracteristicas o baixo custo, efeito emulsificante, atoxico, acao
antimicrobiana e biodegradavel, ndo se acumulando na natureza (CAVALCANTI, et al.,

2016).
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Figura 1. Representacdo esquematica da quitosana e da estrutura primaria da celulose (n= grau de
polimerizacdo) (Fonte: Assis & Silva, 2003)

Para a produgdo de quitosana a partir dos crusticeos, inicia-se com o processo
de moagem para uniformizagdo da granulometria. A partir de entdo, faz-se a
desmineralizacdo para reduzir o teor de cinzas; em seguida, a etapa de desproteinizagao,
diminuindo-se os teores de nitrogénio proteico com solucdo de hidroxido de sddio 5%
p/v, sendo lavada até que atinja pH neutro. Para a despigmenta¢do e desodorizagdo, o
material ¢ agitado com solu¢do de hipoclorito de soédio 0,36% v/v e lavada para
novamente atingir a neutralidade. A quitina resultante ¢ submetida a uma temperatura
de 80°C por 4h e em seguida desacetilada com solucdo de NaOH (42,3%) aquecida e
em agitacdo por 2h. Com a finalizacdo do processo, deve-se lavar o material obtido e o
pH acompanhado. Na etapa seguinte, sera adicionado a quitina a solucdo de acido
acético (1%), obtendo-se como resultado a quitosana dissolvida com pH 6,0. Na
sequéncia da extragdo, a quitosana deve ser precipitada em solucdo alcalina para que

atinja o pH 12,5 e posteriormente, neutralizada até que atinja o pH de 7,0, sendo
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submetida a secagem e finalmente obtendo-se a quitosana purificada (SANTOS et al.,
2019).

A quitosana ¢ um dos mais recentes aditivos utilizados na ragcdo animal, com
propriedades antimicrobianas, antioxidantes, hipocolesterolémicas, antitumorais,
imunoestimulantes e anti-inflamatdrias. Na ra¢do animal, melhora o sistema digestivo
absorvendo as toxinas em excesso, melhora a microbiota no trato gastrointestinal e a
digestibilidade de nutrientes. No entanto, seu efeito para animais estd diretamente
associado ao peso molecular que possui ¢ a dosagem que ¢ utilizada (KAMAL et al.,
2023). Sua caracteriistica mais promissora na dieta de bovinos esta associado ao seu
efeito sobre a modulag¢ao ruminal devido sua propriedade antimicrobiana, acreditando-
se que esteja associado a alteracdo da permeabilidade da membrana das bactérias com
extravasamento do liquido intracelular, resultando na morte das bactérias (SILVA et al.,
2024).

Seankamsorn et al. (2019) avaliaram a inclusdo da combinagdo da quitosana e
glicerina bruta in vitro com ragdes totalmente misturadas (TMR) sobre os aspectos da
fermentag¢do ruminal. Observou-se que houve aumento na concentracdo de proprionato
ruminal e redu¢do do metano em 54% sem a ocorréncia de prejuizos na cinética dos
gases ou na digestibilidade dos nutrientes. Enquanto Jiménez-Ocampo et al. (2021)
realizaram estudos in vivo com novilhas alimentadas a base de capim e TMR avaliando
os afeitos do uso da quitosana e a naringina, constatando-se efeitos positivos sobre a
fermentacdo ruminal com aumento das proporc¢des de &cido propidnico e diminuigdo

das concentracdes de acetato e metano produzidos.

24. LIQUIDO DE CASTANHA DE CAJU COMO ADITIVO PARA BOVINOS

O cajueiro (Anacardium accidentale) ¢ uma planta originaria do Nordeste
brasileiro e distribuida amplamente em todo territério nacional. A castanha ¢
considerada o verdadeiro fruto do caju e em seu interior estd 0 mesocarpo que contém
um liquido de coloragdo marrom, viscoso e considerado uma fonte natural de lipideos
fendlicos, chamado de liquido de castanha de caju (LCC). Para extracdo do LCC, pode-
se utilizar o método de extragdo a frio com uso de prensas e os métodos mais utilizados
pela industria que envolvem a utilizacdo de solventes e processamento térmico-
mecanico (DIAZ et al., 2015).

O liquido de castanha de caju possui em sua composi¢ao o acido anarcadico,
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cardanol e cardol. O &cido anarcédico esta presente em torno de 90% do LCC extraido e
apresenta como pripriedades irritantes e causticas. Ja os cardois podem estar presentes
em aproximadamente 10% do LCC e apresenta as mesmas propriedades irritantes que
os acidos anacardicos. Quando o liquido de castanha de caju ¢ extraido e submetido ao
aquecimento, ocorre a descarboxilagcdo do acido anacardico com formacgao do cardanol,
obtendo-se o LCC técnico, que tem como principal caracteristica ser atoxico e acao

adicional antioxidante (OSMARI et al., 2015)

oH 2 OH aH
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FIGURA 2. Estrutura quimica dos principais componentes do LCC (FONTE: CARNEIRO et al., 2021)

Para a alimentacdo animal, o liquido de castanha de caju estd sendo avaliado
como uma alternativa para substitui¢do dos ionéforos como aditivos. Em dietas, o LCCt
atua sobre a fermentacdo ruminal agindo principalmente sobre as bactérias gram
positivas, podem aumentar a producdo de propionato e reduzir a emissdo de metano
(OSMARI et al., 2017). Osmari et al (2019) avaliaram a utilizagdo do liquido de
castanha de caju técnico (LCCt) associado a fontes de nitrogénio nao proteico (NNP)
em dietas de alto grdo sobre a digestibilidade dos nutrientes e a fermentagdo animal, ndo
obervando alteragdoes sobre a sintese de proteina microbiana ou os compostos
nitrogenados plasmaticos, sem influéncias sobre a fermentagdo ruminal ou
digestibilidade de nutrientes. Para Branco et al. (2015) avaliando o LCC na emissdo de
gas metano e desempenho animal, observaram que houve tendéncia na reducdo da
emissdo de metano (kg/MS), aumentou a digestibilidade do FDN e ndo afetou a

excrecao de nitrogénio na urina e fezes.

3. HIPOTESES

e Encontrar a dose exata para a associagdo entre a quitosana € o LCCt que possa
contribuir positivamente para a modulacao da fementa¢do ruminal;

¢ A inclusdo de quitosana e LCCt aumenta a eficiéncia da fermentagdo ruminal,
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com maior producdo de AGCC e maior propor¢ao de proprionato em dietas de alto
grao;

¢ A combina¢do de quitosana e LCCt preserva o pH ruminal em niveis adequados,
o que reduz os riscos de acidose subaguda em bovinos que sdo alimentados com dietas
de alto grao;

e A quitosana ¢ o LCCt quando associadas em doses precisas melhoram a
eficiéncia da sintese microbiana sem impectos negativos sobre o consumo € a

digestibilidade dos nutrientes em dietas de alto grao.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da combina¢ao de quitosana e liquido da casca da castanha de
caju sobre os parametros da fermenta¢do ruminal e emissdo de gases, metabolomica,
digestibilidade e parametros sanguineos de bovinos alimentados com dietas a base de

graos inteiros.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar os parametros da fermenta¢do ruminal, concentracdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), N-amoniacal (N-NH3) e pH in vivo;

o Avaliar o consumo e digestibilidade de bovinos, recebendo a combinagdo
quitosana - liquido da casca da castanha de caju em dietas de grao inteiro;

o Avaliar se a combinagdo entre quitosana e liquido da castanha de caju reduz a
emissdo de gases efeito estufa em bovinos de corte alimentados com dietas de
grao inteiro.

o Avaliar a metabolomica de bovinos confinados com dietas de grdo inteiro,
através de coletas de liquido ruminal e plasma sanguineo.

o Determinar a melhor combinagdo entre quitosana e liquido da casca da castanha

de caju para bovinos de corte alimentados com dietas de graos inteiros.
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CAPITULO 11

CRUZ, Fernanda Naiara Fogaga da. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, MS. Dezembro de 2025. 78p. Quitosana e Liquido de castanha de caju
como aditivos para bovinos. Orientador: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de
Goes; Coorientador: Jefferson Rodrigues Gandra

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da combinagao de quitosana e liquido da casca da castanha
de caju sobre os parametros da fermentagao ruminal e emissao de gases, metabolomica,
digestibilidade e parametros sanguineos de bovinos alimentados com dietas a base de
graos inteiros. Foram realizados dois experimentos simultaneos: 1: dose fixa de
quitosana com doses crescentes de liquido de castanha de caju técnico (LCCt); 2: dose
fixa de LCCt e doses crescentes quitosana. Cada ensaio contou com 4 animais,
distribuidos aleatoriamente em delineamento quadrado latino (4 x 4). As dietas
ofertadas basearam-se em 85% de grio de milho inteiro e 15% de péllet proteico-
mineral- vitaminico. Os tratamentos do experimento da dose fixa de quitosana com
doses crescentes de LCCt basearam-se em: controle com monensina (MON)
(25mg/kg/MS); Q+LCCtl: 375mg/kg/MS de quitosana + 300mg/kg/MS de LCCt;
Q+LCCt2: 375mg/kg/MS de quitosana + 600mg/kg/MS de LCCt; Q+LCC3:
375mg/kg/MS + 900mg/kg/MS. Para o experimento com a dose fixa de LCC e as doses
crescentes de quitosana, utilizou-se: controle (CON) com monensina (25mg/kg/MS);
LCCt+Q1: 600mg/kg/MS de LCCt + 375mg/kg/MS de quitosana; LCCt+Q2:
600mg/kg/MS de LCCt + 750mg/kg/MS de Quitosana; LCCt+Q3: 600mg/kg/MS de
LCCt e 1125mg/kg/MS. No experimento 1 ndo houve efeito (P>0,05) sobre o consumo,
digestibilidade dos nutrientes, pH, derivados de purinas, AGCC e nitrogénio amoniacal.
Para o experimento 2 houve efeito (P<0,05) para teores de alantoina, derivados de
purina, proteinas absorvidas, nitrogénio microbiano, proteina microbiana e eficiéncia
microbiana. A dose 600mg/kg/MS + 375mg/kg/MS (tratamentos Q+LCCt2 e
LCCt+Q1) motrou-se como o tratamento potencial substituto a monensina em dietas de

bovinos de corte corte alimentados com altas proporgdes de graos.

Palavras-chave: Metano, aditivos alternativos, oOleos funcionais, biopolimero,

ruminantes.
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CAPITULO 11

CRUZ, Fernanda Naiara Fogaga da. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, MS. Dezembo de 2025. 78p. Chitosan and cashew nut shell liquid as
additives for cattle. Orientador: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de Goes;
Coorientador: Jefferson Rodrigues Gandra

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of combining chitosan and cashew nut shell
liquid on ruminal fermentation parameters and greenhouse gas emissions,
metabolomics, and digestibility in cattle fed whole grain-based diets. Two simultaneous
experiments were conducted: 1: fixed dose of chitosan with increasing doses of
technical cashew nut shell liquid (CNSL); 2: fixed dose of CNSL and increasing doses
of chitosan. Each trial included 4 animals, randomly distributed in a Latin square design
(4 x 4). The diets offered were based on 85% whole corn grain and 15% protein-
mineral-vitamin pellets. The treatments in the fixed dose chitosan experiment with
increasing doses of CNSL were based on: control with monensin (MON) (25 mg/kg
DM); Q+CNSLI1: 375 mg/kg DM of chitosan + 300 mg/kg DM of CNSL; Q+LCCt2:
375 mg/kg DM chitosan + 600 mg/kg DM LCCt; Q+LCC3: 375 mg/kg DM + 900
mg/kg DM. For the experiment with the fixed dose of LCCt and increasing doses of
LCCt, the following were used: control (CON) with monensin (25 mg/kg DM);
LCCt+Q1: 600 mg/kg DM LCCt + 375 mg/kg DM chitosan; LCCt+Q2: 600 mg/kg DM
LCCt + 750 mg/kg DM chitosan; LCCt+Q3: 600 mg/kg DM LCCt and 1125 mg/kg
DM. In experiment 1, there was no effect (P>0.05) on intake, nutrient digestibility, pH,
purine derivatives, SCFA, and ammonia nitrogen. For experiment 2, there was an effect
(P<0.05) for allantoin content, purine derivatives, absorbed proteins, microbial nitrogen,
microbial protein, and microbial efficiency. The dose of 600 mg/kg DM + 375 mg/kg
DM (treatments Q+LCCt2 and LCCt+Q1) proved to be a potential substitute treatment

for monensin in diets of feedlot cattle fed with high grain proportions.

Keywords: Methane, alternative additives, functional oils, biopolymer, ruminants
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1. INTRODUCAO

A terminagdo de bovinos de corte em confinamentos visa reduzir a idade ao
abate e manter a produgao de carne em niveis constantes. Para que estes objetivos sejam
atingidos, ¢ crescente a utilizacdo de dietas de alto grao, com uso de maior proporcao de
concentrados. O emprego dessa estratégia ¢ associada a sazonalidade das forrageiras e o
baixo custo de grande parte dos graos utilizados, reducdo da mao de obra e os custos
com a producdo de forrageiras (ARGENTA et al, 2019).

Para que os animais atinjam desempenho satisfatoio no confinamento, a
demanda energética precisa ser atendida através da alta producdo e absorcao dos acidos
graxos de cadeia curta (AGCC). Mas a ingestdo de dietas ricas em carboidratos
altamente fermentdveis pode levar ao acumulo de AGCC no rumen e a falhas no
processo de absorcdo, desenvolvendo-se por consequéncia, quadros de acidose. Com o
uso desse tipo de dieta nos confinamentos, o uso de adivos alimentares nas dietas torna-
se uma ferramenta benéfica na prevencdo de distirbios digestivos, promovendo
modificagdes no epitélio ruminal que favoregam a remog¢ao dos AGCC e com elevada
absorcao energética (BARDUCCI et al., 2015).

Os ionoforos sdo a classe de aditivos mais utilizados na bovinocultura, mas
desde 2006 paises da Unido Europeia proibiram seu uso devido a possibilidade de
resistencia antimicrobiana que pode ser transferida dos produtos de origem animal para
seres humanos, configurando-se como um problema de saude publica. Por essa razao,
novos compostos estdo sendo estudados como potenciais substitutos dessa classe na
modulacdo da fermentagdo ruminal (CARVALHO et al., 2021).

Os aditivos mais utilizados para dietas de ruminantes sdo os probidticos,
prebidticos, acidos organicos e extrato de ervas. A quitosana ¢ obtida através da
desacetilacdo da quitina e possui propriedades antimicrobianas, atinflamatorias,
antioxidantes, imunoestimulatérias, antitumorais e hipocolesterolémicas. Para bovinos,
a quitosana ¢ usada nas dietas auxiliando na melhora da fermentacdo ruminal e a
digestibilidade ruminal (SHAH et al, 2022). O liquido de castanha de caju ¢ um oleo
funcional que tem como compostos bioativos o acido anacérdico, cardanol e cardol, que
atuam na diminuicdo da producdo do metano ruminal e aumenta a propor¢dao de
propionato para bovinos (GRIGOLETTO et al, 2021).

Apesar das recentes pesquisas em busca de aditivos naturais, a maioria dos

estudos envolve ensaios in vitro e volta-se para encontrar doses para que possam ser
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utilizados como aditivos em maior escala para ruminantes. Outro importante aspecto ¢ a
auséncia de estudos com a combina¢do de liquido de castanha de caju tecnico com
quitosana na dieta de bovinos e estudos in vivo permitem avaliar com maior precisdo os
efeitos no metabolismo dos ruminantes.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar os efeitos da combinagdo de quitosana e
liquido da casca da castanha de caju sobre os parametros da fermentagdo ruminal e
emissdo de gases, metabolomica, digestibilidade e parametros sanguineos de bovinos

alimentados com dietas a base de graos inteiros.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. LOCAL, ANIMAIS E TRATAMENTOS

O ensaio foi conduzido conforme os principios estabelecidos pelo Comité de
Etica da Universidade Federal da Grande Dourados sob o protocolo de aprovacio:
023/2015-3. A etapa de campo foi realizada no setor de nutricdo de ruminantes e as
analises laboratoriais foram realizadas nos laboratérios de nutricdo animal (LANA) e
laboratério de co-produtos e oleaginosas (LACO- LAPAC/FINEP) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul.

Foram realizados dois experimentos simultineos: o primeiro avaliando-se a
dose fixa de quitosana com doses crescentes de liquido de castanha de caju técnico
(LCCt) e o segundo com a dose fixa de LCCt e doses crescentes quitosana. A escolha
das doses fixas para os aditivos, baseou-se em trabalhos anteriormente realizados pelo
Grupo de Estudos em Nutri¢do e Produgdao de Ruminantes (NERU-UFGD), em que a
dose fixa de quitosana (375mg/kg/MS) seguiu as recomendacdes de SILVA (2019); Ja a
dose fixa de LCCt (600mg/kg/MS) baseou-se nos achados de ANSCHAU (2020). Os
tratamentos experimentais consistiram na seguinte divisdo: Experimento 1 (quitosana
fixat+ doses crescentes de LCCt): controle com monensina (MON) (25mg/kg/MS);
Q+LCCtl: 375mg/kg/MS de quitosana + 300mg/kg/MS de LCCt; Q+LCCt2:
375mg/kg/MS de quitosana + 600mg/kg/MS de LCCt; Q+LCC3: 375mg/kg/MS +
900mg/kg/MS. O experimento 2 ( dose fixa de LCCt+ doses crescentes de quitosana):
controle (CON) com monensina (25mg/kg/MS); LCCt+Q1: 600mg/kg/MS de LCCt +
375mg/kg/MS de quitosana; LCCt+Q2: 600mg/kg/MS de LCCt + 750mg/kg/MS de
Quitosana; LCCt+Q3: 600mg/kg/MS de LCCt e 1125mg/kg/MS de quitosana. Cada
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ensaio contou com 4 animais, mesticos (Holadés x Zebu, providos de canula ruminal
permanente, com idade aproximada de 18 meses, castrados e com peso corporal de
400kg (£150 kg) , mantidos em baias individuais cobertas de 8m? (2 x 4m) com piso de
concreto, providas de comedouro e bebedouro individuais e distribuidos
aleatoriamente em delineamento quadrado latino (4 x 4).

Os animais foram previamente adaptados a dieta durante 14 dias. A
alimentagdo neste periodo baseou-se em silagem de milho, milho grao inteiro e o pélet-
proteico-vitaminico-mineral. A cada 3 dias a propor¢ao dos alimentos era aumentada na
relagdo volumoso: concentrado de 75:25, 50:50, 25:75 e 15:85. No processo de
adaptacdo, o péllet passou a integrar a dieta a partir da propor¢do 50:50, sendo
contabilizado como componente de fribra fisicamente efetiva. Os experimentos foram
divididos em 4 periodos, de 11 dias cada, divididos em 5 dias de adaptacdo a
suplementagdo e 6 dias para as coletas de adados, totalizando 44 dias totais de
avaliagdes. As dietas ofertadas basearam-se em 85% de grao de milho inteiro e 15% de
péllet proteico- mineral- vitaminico. A composicdo quimico-bromatologica dos

ingredientes est4 na tabela 1.

Tabela 1. Propor¢ao e comoposi¢do quimico-bromatoldgica dos componentes da dieta
dos novilhos alimentados com alto grdo e com LCCt e quitosana como aditivos.

Proporgao dos ingredientes na dieta (g/kg de MS)

Milho grao (inteiro) 850
Pellet 150

Composicio quimico-bromatologica da dieta (g/kg )

Milho grdo (inteiro) Péllet
MS 871,4 875,2
MO 989.,4 825.,4
PB 77,6 415,1
FDN 435,7 378,1
FDA 42,5 675,3
Amido 750 38.9

MS= Materia seca; MO= Materia organica; PB= Proteina bruta; FDN= fibra em detergente neutro; FDA=
fibra em detergente acido
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O péllet proteico vitaminico mineral foi adquirido comercialmente da empresa
Primato® (Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil), com os niveis de garantia descritos

na tabela 2.

Tabela 2. Ingrendientes e niveis de garantia do péllet proteico vitaminico-mineral

Ingrediente Niveis de garantia (a cada 100g/kg)
Ca 165,00 g/kg
N 100,00 g/kg
Ma 40,00 g/kg
S 50,00 g/kg
Tamponante 100,00 g/kg
Co 90,00 mg/kg
Cu 700,00 mg/kg
I 90,00 g/kg
Mn 1800,00 mg/kg
Zn 3000,00 mg/kg
15,00 mg/kg
F 350mg/kg

A aquisi¢do da quitosana deu-se através da empresa Polymar® (Fortaleza,
Ceard, Brasil) e tinha como caracteristicas: > 850g/kg de grau de desacetilacao,
0,32g/mL de densidade, pH 7,90, viscosidade <200cPs, teor total de cinzas 1,35g/100g
e 9,3g/100g de perdas na secagem.

O LCCt Usibras Company (Aquiraz, CE, Brazil), foi analizado por meio de
cromatografo liquido de alto desempenho (modelo Varrian 210), detector de arranjo de
diodo (DAD) e software Star WS (estacdo de trabalho 2.0). Utilizou-se a coluna de fase
reversa C18 (25cm x 4,6mm x 5Sum) (Phenomenex). Para a eluicdo, fez-se uso do
sistema de gradiente de acetonitrila/ 4gua/ 4cido acético (66/33/2 viviv) (A) e
tetrahidrofurano (B) com eluicdo inicial de 10%, atingindo 100% ap6s 40 minutos. A
bomba possuia vazdo de ImL/ min e o volume injetado correspondeu a 20uL. A curva
analitica e os procedimentos analiticos do produto foram realizados a uma temperatura
de 22°C, com inje¢des em triplicata. Para a solubilizagdo do produto fez-se uso de
acetronila/ 4agua (66/35v:v), chegando a uma concentragdo final de 1000pg/mL. A

quantificagdo do acido anacardico, cardanol, 2-metilcardol e cardol presentes no LCCt
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deu-se por meio de curvas padrao externas preparadas a partir do uso de compostos de
pureza de 97% nas concentracdes de 10-100pg/mL. Os resultados foram expressos em
mg/g de amostra obtida a partir de uma curva de padronizacdo externa, com coeficiente
de correlagdo 0,9992 para todos os compostos analisados. Ao final, o LCCt analisado
teve a composicao: 10.03mg/g acido anacardico, 540.77mg/g de cardanol, 102,34mg/g
de cardol e 19.17mg/g de 2-methylcardol.

Os animais foram arragoados duas vezes ao dia: as 07:30 ¢ as 14h, com o
consumo diadrio sendo ajustado a partir do consumo de matéria seca (CMS) do dia
anterior, com mistura homogénea dos ingredientes (milho e péllet) sob forma de dieta
completa. O ajuste do CMS foi realizado diariamente a partir das sobras e obedecendo o
excedente entre 5-10% para que o consumo nao sofresse limitacdes.

A administragdo dos aditividos foi realizada as 7h da manha, antes do
recebimento da dieta, através da canula ruminal. O material era pesado de acordo o
consumo de matéria seca e de acordo a suas caracteristicas fisicas, acondicionado
individualmente. A quitosana por se tratar de um material seco, foi pesada e envolvida
em papel de celulose de rapida degradacdo; ja o liquido de castanha de caju necessitava
de um veiculo para adquirir consisténcia firme e era misturado a pequenas quantidades
de fuba de milho para posterioemente ser arrmazenado em papel do mesmo material que

a quitosana.

2.2. DEGRADABILIDADE RUMINAL

Para a avaliagdo da degrabilidade in sifu do péllet proteico-vitaminico-mineral
utilizou-se trés bovinos machos castrados, com peso £350kg, providos de canula
ruminal permanente. As amostras foram preparadas de acordo as recomendacdes de
NOCEK (1988), pesando-se 0,5g da amostra e condicionadas em saquinhos de TNT
(5x5cm; 100g/m?) e introduzidos diretamente no rumen, em intervalos e ordens
decrescentes de tempo: 48, 24, 18, 6, 3 e 0 horas (NRC, 2001) em triplicata por tempo
de incubacio.

A estimativa dos parametros de degradacdo seguiu o modelo assintotico de primeira
ordem proposto po ORSKOV e McDONALD (1979): DP=at+b (1-e-ct), onde
DP=degradabilidade potencial; a= fracdo soluvel; b=fracdo potencialmente degradéavel
da fragdo insolivel; c= tempo de incuba¢do em horas. A degradabilidade efetiva foi

determinada a uma taxa de passagem de 2, 5 e 8% h'!. A fracio indegradavel
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determinada apartir de I=100 - (a+b).

2.3. FERMENTACAO RUMINAL

No 11° dia de cada periodo experimental, coletou-se amostras de liquido
ruminal manualmente para a determinacdo do pH, concentragdo de nitrogénio
amoniacal (NAR) e acidos graxos de cadeia curta (AGCC). O material foi coletado em
diferentes horarios: anteriomente ao arragoamento ¢ em seguida apos 2h, 4h, 6h e 8h
ap6s a oferta da dieta. No ambiente ruminal, o material foi retirado da interface
liquido/sélido e filtradas com gaze tripla. A avaliagdo do pH foi através de um pHmetro
digital portatil (Meta quimica, Meta 210P) logo apdés a coleta. Aliquotas de
aproximadamente 20mL do material filtrado foram centrifugadas a 3500rpm/5 minutos,
retiranto-se do seu sobrenadante 1800uL para serem misturadas a 100pL de solucdo de
acido ortofosforico (20%), sendo posteriormente congeladas para as analises de AGCC.
Para determinacdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3), separou-se uma amosta de 40mL
fixada a ImL de HCI (1:1) e em seguida congelada a -18°C.

Os teores de N-NH; foram obtidos conforme o método INCT-CA N-007/2
descrito por DETMANN et al (2021), sem uso de digestao acida e utilizando-se como
base para a destilacio o hidroxido de potéassio (2N), com centrifugacdo prévia da
amostra por 1000x 15 min, para separagdo dos fragmentos s6lidos remanescentes e a
fracdo liquida.

As amostras para avaliacdo dos AGCC foram preparadas com a retirada de
aliquotas de 1600uL e posteriomente misturadas a 400uL de 4cido metanoico (98-100%
H>CO»), submetidas a centrifugagdo a 7000x g/15min at 4°C, onde o sobrenadante de
cada amostra foi congelado para ser encaminhado para o laboratorio em Sdo Carlos/SP.
A determina¢do dos AGCC presentes no liquido ruminal deu-se por meio de
cromotografia gasosa utilizando-se o cromatografo Shimadzu® CG-2010 Plus equipado
com com injetor automético AOC-20i, coluna capilar Stabilwax-DA™ (30m, 0,25mm
ID, 0,25um df, Restek©) e dector de ionizagdo em chama (FID) apos a acidificagdo de
cada amostra com 1M de &cido ortofosforico P.A. (Ref. 46975, Supelco©). Em
sequéncia, uma aliquota de 1uL de cada amostra foi injetada a uma taxa de split de
40:1, utilizando-se gis hélio para o arraste a uma velocidade linear de 42cm.s™,
obtendo-se os analitos separados apds uma corrida cromatografica de 11,5 minutos.

Para o procedimento, a temperatura do injetor foi de 250°C, do detector de 300°C e a da
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coluna de 40°C (inicialmente). A rampa de temperatura da coluna foi inicada a um
gradiente de 40° até 120°C, a taxa de 40°C.min"!, seguindo-se de um gradiente de 120°
até 180°C, a uma taxa de 10°C.min"' e de 180° a 240°C a uma taxa de 120°C.min"',
mantendo-se a temperatura a 240°C por um tempo adicional de 3 minutos antes da
finalizacdo. Para a centrifugacdo dos analitos, a calibracdo do método deu-se a partir das
dilui¢des do padrao WSFA-2 (Ref. 47056, Supelco©) e acido acético glacial (Ref.
33209, Sigma-Aldrich©). A determinagdo e integracdo dos picos foram realizadas
utilizando-se o software Gcesolution v. 2.42.00 (Shimadzu ©).

A producao de metano (mM/L) foi obtida a partir da equacao= 0.45(C2) - .275
(C3) + 0.4 (C4) (MOSS et al., 2000)..

2.4. CONSUMO DE NUTRIENTES E DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL

A determinacdo do consumo de materia seca (CMS) foi obtida através da
diferenga entre a quantidade da dieta ofertada e as sobras obtidas das coletas dos cochos
dos animais e a partir da excregao fecal total de MS. A determinagdo diaria da excregao
fecal foi realizada por meio da utilizagdo do marcador externo dioxido de titanio (TiO2)
na dose de S5g/dia, acondicionados em cartuchos de papel, fornecido diariamente no
rumen as 7hOOmin, via canula por 10 dias consecutivos, divididos entre 5 dias para
adaptag@o ao marcador e 5 dias para realizacdo das coletas de fezes. Os aditivos foram
fornecidos via canula ruminal no mesmo momento em que o marcador externo era
fornecido.

A partir do 6° dia do periodo experimental foram coletas aproximadamente
200g de fezes diretamente da ampola retal de cada animal, uma vez ao dia em horarios
distintos (8h, 10h, 12h, 14h e 16h). Posteriormente, as amostras eram identificadas e
congeladas para que no final das coletas fosse retirada uma amostra composta (300g,
aproximadamente) de cada animal por periodo e submetidas a pré-secagem em estufa de
55°C por 72h.

As concentragdoes de TiO; foram analisadas por meio de espectofotometria
UV/Vis, seguindo as recomendacdes descritas por MYERS et al (2004) e as adaptacdes
do procedimento de COSTA (2018). Para a determinagdo da produgao fecal, utilizou-se
a formula: EF=OF/COF, em que: EF: excrecao fecal didria (g/dia); OF: didxido de
tinaneio fornecido (g/dia); COF: Concentracao de didxido de titdnio nas fezes (g/g MS).

A avaliagdo dos coeficientes de digestibilidade aparente e total de cada
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componente seguiu as recomendacdes especificas da AOAC (1991) para a matéria seca
(MS: método 930.15), proteina bruta (PB: Nx6,25; método 984.13) e materia mineral
(MM: método 942.05). Para os teores de fibra em detergente acido (FDA) e fibra em
detegente neutro (FDN) utilizou-se as recomendacoes descritas por VAN SOEST et al.
(1991). A avaliagao do teor de amido baseou-se nas diretrizes descritas por HENDRIX
(1993). Ao final, calculou-se a ingestdo de cada nutriente e a sua respectiva excrecao
fecal.

Para a avaliagdo da excrecdo fecal do grao de milho, no 10° dia do periodo
experimental, coletou-se amostras das fezes diretamente da ampola retal de cada animal,
entre os horarios das 9h as 12h. A amostra de aproximadamente 300g foi pesada em
balanca analitica e posteriormente submetida a lavagem em peneira Granutest (2mm,
Tyler 9, ABNT 10) em agua corrente. Os graos de milho foram coletados manualmente,

pesados e submetidos a estufa de ventilacdo forcada (55°C) por 72 horas.

2.5. SINTESE DE PROTEINA MICROBIANA

A coleta de urina foi realizada no 11° dia de cada periodo experimental na
forma de “spof” quatro horas apds o fornecimento da dieta por meio da micgdo
espentanea dos animais (CHIZZOTTI et al, 2006). Para a determina¢do da concentracao
de ureia, creatinina, alantoina e 4cido urico, separou-se uma aliquota de 10mL da urina
diluida em 40mL de 4cido sulftrico (0,036N) para evitar a precipitagdo do acido Urico e
degradacao dos derivados de purina. Uma segunda amostra foi preparada com 40mL de
urina adicionando-se 1mL de acido sulfarico (36N) e reservada para a determinagdo da
concentragdo de nitrogénio (N) total urinario.

Para a determinagdo dos teores de acido turico utilizou-se o kit comercial da
Labtest®. A determinac¢do da alantoina foi realizada através do método colorimétrico de
FUJIHARA et al (1987) descrita por CHEN e GOMES (1992). A soma das quantidades
de alantoina e &cido urico excretados na urina (mmol/dia) foram utilizadas para calcular
a excrecdo total de derivados de purina (DP). As purinas microbianas absorvidas (Pabs,
mmol/dia) foram calculadas a partir da excrecdo de deivados de purina na urina (DP,
mmol/dia) por meio da equacio: DP= 0,85*Pabs+0,385*PC%"°, em que: 0,85 refere-se a
recuperagdo das purinas absorvidas como derivados urinarios de purinas e 0,385% PC%7
correspondendo a contribuicdo endogena para a excre¢do de purinas (VERBIC et al.

1990).



39

A determinacdo do volume total de urina deu-se através da relagdo entre
concentragdo de creatinina da urina e sua excre¢do por unidade de peso corporal,
adotando-se 27,36mg/kg PC como valor padrio (RENNO et al. 2020). As excregdes
diarias de N-creatinina e N-ureico foram obtidas através das concentragdes de creatinina
e ureia pelo volume de urina em um intervalo de 24 horas, sendo multiplicado por 0,466
correspondente ao teor de N na ureia ou utilizando-se o valor de 0,3715, que equivale
aos teores de creatinina. A partir da excrecdo média didria de creatinina (mg/kg PC/dia)
e da concentacgdo de creatinina (mg/L) presentes na amostra spot de urina estimou-se o
volume diario de urina: VU (I/dia) = (27,36 x PC) / [creatinina], em que: 27,36 refere-se
a exce¢do média didria de creatinina (ppm/PC) em novilhos cruzados e zebuinos; PC
refere-se ao peso corporal do animal e [creatinina] trata-se na concentragdo de creatinina
(mg/L) presente nas amostras.

O balango de compostos nitrogenados (BN) foi obtido pela diferenca entre o
total de nitrogénio ingerido e o total excretado na urina e nas fezes. As concentragdes de
N nas fezes e urina foram determinadas a pertir do sistema micro Kjeldahl. O nitogénio
retido (Nret) foi quantificado subtraindo-se do BN o valor estimado da exigéncia para
nitrogénio endogeno basal (NEB), considerando-se o N endogeno tecidual como 0,35 e

perdas dérmicas o valor de 0,018.

2.6. METABOLISMO DE UREIA E CREATININA

No 11° dia do periodo experimental, quatro horas apds o fornecimento da
dieta, coletou-se sangue através da puncdo da veia caudal em tubo especifico com
anticuagulante. As amostras foram imediatamente centrifugadas a 5000rpm x 15
minutos para separacdo do plasma, em seguida identificadas e armazenadas a -18°C. As
concentragdes de creatinina e ureia plasmaticas foram determinadas a partir do uso de

kits comerciais Gold Analisa®.

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através do uso do SAS (Version 9.2. SAS
Institute, Cary, NC 2009), onde foi verificado a normalidade dos residuos e a
homogeneidade das variancias pelo comando PROC UNIVARIATE. Para os efeitos da
avaliagdo da dieta adotou o seguinte modelo: Yijl = p + Ai + Pj + DI + erijl; onde Yijl =

variavel dependente, p = média geral, Ai = efeito de animal (i = 1 a 4), Pj = efeito do
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periodo (j = 1 a 4), DI = efeito da dieta e eijl = erro experimental.

Os dados de fermentagdo ruminal foram analisados pelo comando
REPEATED do PROC MIXED para avaliagdo de medidas repetidas no tempo, de
acordo com o seguinte modelo: Yijk = p + Ai + Pj + Dk + Ty+ Ty (Dk) eijk; onde:
Yijyk = variavel dependente, p = media geral, Ai = efeito de animal (i =1 a 4), Pj =
efeito do periodo (j = 1 a 4), Dk = efeito do tratamento (k =1 to 4), Tk = efeito do tempo
(k=1 a 4), Ty (Dk) = interacdo entre dieta e tempo e eijk = erro experimental. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo comando PROC MIXED,

utilizando o LSMEANS, aplicando-se o teste de média de Tukey a 5% de probabilidade.

3.  RESULTADOS

3.1 RESULTADOS EXPERIMENTO 1: QUITOSANA FIXA+ LCCt DOSES
VARIADAS

Nao houve efeito sobre o consumo de matéria seca, digestibilidade do amido e
dos demais nutrientes com o uso da quitosana e¢ as doses variadas de LCCt. Para a
recuperacdo dos graos de milho nas fezes, observou-se menor média para o tratamento

Q+LCCt3 (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios de consumo de MS e de amido e digestibilidade de nutrientes de
bovinos alimentados com dietas de alto grao e suplementados com dose fixa de quitosana e
doses variadas de LCCt (experimento 1).

Tratamentos
MON Q+LCCtl Q+LCCt2 Q+LCCt3 EPM  p- valor
Consumo (kg/dia)
Milho 7,33 9,01 9,07 8,05 0,2332 00,1047
Pellet 1,30 1,54 1,60 1,42 0,0042  0,1677
Mstotal 8,62 10,55 10,68 9,47 0,2760  0,1111
Amido 6,05 7,40 7,49 6,64 0,1919 0,1114
PB 0,96 1,17 1,19 1,06 0,0315  0,1297
Coeficiente de Digestibilidade
MS 0,42 0,60 0,62 0,52 0,0395  0,3662
PB 0,86 0,92 0,91 0,89 0,0090 0,1561
Amido 0,78 0,89 0,80 0,91 0,0304 0,4343
Excregdo grao de milho inteiro (%)

Recup % 48,68 48,01 50,07 39,61 2,8433  0,6106

Recup = recuperacdo graos nas fezes; MS= matéria seca; PB= proteina bruta; Q= quitosana; LCC=
liquido de castanha de caju; EPM= erro padrdo da média. Tratamentos: Controle (mon: 25mg/kg/MS);
Q+LCCt1(375mg+300mg/kg/MS); Q+LCCt2(375mg+600mg/kg/MS); Q+LCCt3(375mg+900mg/kg/MS)
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Os derivados de purinas e a eficiéncia na sintese de proteina microbiana nao
foram inlfuenciados (P >0,05) com o uso da quitosana e das doses variadas de LCCt. O
metabolismo de ureia foi influenciado (P<0,05) com o uso da quitosana e das doses

crescentes de LCCt .(Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios dos derivados de purina e da eficiéncia da sintese de proteina
microbiana em bovinos alimentados com dietas de alto grao e suplementados com dose
fixa de quitosana e doses variadas de LCC (experimento 1).

Tratamentos
MON Q+LCCtl Q+LCCt2 Q+LCCt3 EPM p- valor
mg/dL
Creatinina 276,75 350,91 240,21 330,50 31,3449  0,3008
Ureia 316,86a 184,64b  261,00a  297,71a 12,3183  0,0001
mmol/L
Ac. urico 0,52 0,35 0,46 0,36 0,0953 0,7663
Alantoina 8,18 10,63 9,20 10,13 0,6203 0,2378
mmol/dia
Alantoina 58,14 64,44 78,69 59,14 6,5050  0O,5108
Ac. trico 3,58 3,05 3,84 2,77 0,8664 0,9226
DP 61,73 67,50 78,69 59,14 8,1520 0,5186
PABS 33,66 45,79 54,69 54,06 8,0773 0,3924
g/dia
N-Mic 24,47 33,29 39,76 24,76 5,0953 0,3924
PB-Mic 152,96 208,10 248,51 154,77 31,8491  0,3924
Eficiéncia 32,09 26,69 27,31 21,99 4,2131 0,6989

Q= quitosana; LCCt= liquido de castanha de caju técnico; EPM= erro padrio da média; MON=
monensina; N= Nitrogénio; PB= Proteina Bruta; MiC= microbiana; DP= derivados de purinas; PABS=
proteinas absorvidas. Tratamentos: Controle (mon: 25mg/kg/MS); Q+LCCtl(375mg+300mg/kg/MS);
Q+LCCt2(375mg+600mg/kg/MS); Q+LCCt3(375mg+900mg/kg/MS)

O pH, o nitrogénio amoniacal (N-NH3) e os AGCC nado foram afetados (P
>0,05) com o uso da quitosana e com as variacdes das doses de LCCt. Nao houve

influéncia nas concentragdes de metano (P>0,05) com o uso dos tratamentos (tabela 5).
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Tabela 5. Média dos valores de pH, nitrogénio amoniacal e acidos graxos de cadeia
curta do liquido ruminal de bovinos alimentados com dietas de alto grdo e
suplementados com dose fixa de quitosana e doses variadas de LCCt (experimento 1).

Tratamentos
MON Q+LCCtl Q+LCCt2 Q+LCCt3 EPM p- valor
mg/dL
pH 7,33 6,01 6,07 6,05 0,1774 0,1047
N-NH3 1,30 1,54 1,60 1,42 0,0408 0,1677
mmol/l
Acético 103,36 102,50 85,73 92,21 2,8329 0,1901
Proprionico 75,90 69,80 60,88 69,35 5,6617 0,8265
Isobutirico 1,76 2,14 1,75 1,02 0,2390 0,4690
Butirico 45,74 50,34 48,44 35,09 3,1948 0,4074
Isovalérico 9,76 10,50 9,96 9,65 0,6526 0,9672
Valérico 6,12 5,04 7,51 3,80 1,0238 0,6416
Hexaenoico 0,37 0,41 0,56 0,59 0,0312 0,9346
Total 243,05 240,76 214,86 212,42 8,1144 0,4425
Metano 43,94 47,07 41,22 36,77 2,6132 0,5863
C2:c3 1,45 1,61 1,99 1,57 0,0983 0,3354

Q= quitosana; LCCt= liquido de castanha de caju técnico ; EPM= erro padrio da média; MON=
monensina;Tratamentos: ~ Controle  (mon:  25mg/kg/MS);  Q+LCCt1(375mg+300mg/kg/MS);
Q+LCCt2(375mg+600mg/kg/MS); Q+LCCt3(375mg+900mg/kg/MS). Metano (mM/L)= 0.45(C2) - .275
(C3)+ 0.4 (C4

3.2 RESULTADOS EXPERIMENTO 2: LCCt FIXA+ DOSES DE QUITOSANA
VARIADAS

Nao houve influéncia sobre o consumo de materia seca (MS), digestibilidade

do amido e MS com o uso do LCCt fixo e as doses variadas de quitosana (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios de consumo de MS e a digestibilidade do amido e da MS de
bovinos alimentados com dietas de alto grdo e suplementados com dose fixa de LCCt e
doses variadas de quitosana (Experimento 2).

Tratamentos
MON LCCt+Ql LCCt+Q2 LCCt+Q3  EPM  p-valor
Consumo (kg/dia)

Milho 8,27 8,39 8,42 8,43 0,1026  0,9494
Pellet 1,45 1,48 1,49 1,49 0,0189  0.8991
CMS total 9,74 9,88 9,92 9,92 0,1075  0.9371
Amido 6,83 6,98 6,95 6,96 0,0854  0,9347
PB 1,24 1,26 1,28 1,27 0,0158 09214
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Coeficientes de Digestibilidade

MS 0,64ab 0,67ab 0,72a 0,54b 0,0205 0,0915

PB 0,97 0,98 0,98 0,97 0,0010

Amido 0,84 0,9 0,9 0,9 0,0279 0,8251
Excrecgdo grao de milho inteiro (%)

Recup % 64,28 49,54 60,74 64.64 6,2696 0,3136

Recup = recuperagdo grdos nas fezes; MS= matéria seca; PB= proteina bruta; Q= quitosana; LCCt=
liquido de castanha de caju técnico; EPM= erro padrio da média. Tratamentos: Controle (mon:
25mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 375mg/kg/MS); LCCt+ Q2 (600mg+ 750mg/kg/MS); LCCt+ Q1
(600mg+ 1125mg/kg/MS)

Os teores de alantoina, derivados de purina, proteinas absorvidas, nitrogénio
microbiano, proteina microbiana e eficiéncia microbiana apresentaram efeito (P<0,05)
com o uso do LCCt e das doses variadas de quitosana, com resultados mais expressivos
no tratamento LCCt+ Q1 (Tabela 7). As concentragdes de nitrogénio amoniacal e o pH

apresentaram variagdes nas diferentes horas de avaliagdo (Figura 3).

Tabela 7. Valores médios dos derivados de purina e da eficiéncia da sintese de proteina
microbiana em bovinos alimentados com dietas de alto grao e suplementados com dose
fixa de LCCt e doses variadas de quitosana (Experimento 2).

Tratamentos
MON LCCt+Ql LCCt+Q2 LCCt+Q3 EPM  p- valor
mg/dL
Creatinina 456,50 850,50 800,50 877,00 80,5628 0,3130
Ureia 143,50 157,45 181,26 162,14 13,9542 0,8160
mmol/dia
Ac. Urico 9,83 8,64 5,55 7,45 0,9126  0,4559
Alantoina 226,65b 318,94a 207,43b 198,23b 10,7313 00,0245
DP 236,48b 327,59a 212,98b 205,68b 10,3002 0,0191
PABS 230,13b 337,32a 202,49b 193,90b 12,1203  0,0192
g/dia
N-Mic 167,31b 245.23a 147,21b 140,97b 8,8116 0,0191
PB-Mic 1045,68b 1532.70a  920,08b 881,04b 47,7313 0,0191

Eficiéncia 201,67ab 240,27a 112,88b  120,77b 14,2507  0,0497

Q= quitosana; LCCt= liquido de castanha de caju técnico; EPM= erro padrio da média; MON=
monensina; N= Nitrogénio; PB= Proteina Bruta; MiC= microbiana; DP= derivados de purinas; PABS=
proteinas absorvidas. Tratamentos: Controle (mon: 25mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 375mg/kg/MS);
LCCt+ Q2 (600mg+ 750mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 1125mg/kg/MS)
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Figura 3. Efeito do tempo sobre o pH e o nitrogénio amoniacal (N-NH3) de bovinos alimentados com
dieta alto grdo e suplementados com dose fixa de LCCt e doses variadas de quitosana.

O pH, o nitrogénio amoniacal e os AGCC ndo sofreram influéncia (P>0,05)
com o uso do LCCt e as doses variadas de quitosana. A concentracdo de metano nao foi

influenciada (P>0,05) com a utilizagdo dos tratamentos (Tabela 8).

Tabela 8. Média dos valores de pH, o nitrogénio amoniacal e acidos graxos de cadeia
curta bovinos alimentados com dietas de alto grao e suplementados com dose fixa de
LCCt e doses variadas de quitosana (Experimento 2).

Tratamentos
MON LCCt+Ql LCCt+Q2 LCCt+Q3 EPM  p-valor
mg/dL
pH 5,44 5,46 5,5 5,63 0,4947  0,9891
N-NH3 45,42 42,83 44,54 39,72 0,5714  0,8780
mmol/L

Acético 83,89 86,35 72,71 74,15 3,4346 04573
Proprionico 83,06 84,47 71,74 59,78 7,3975  0,6438
Isobutirico 1,74 1,46 1,51 2,01 0,1848  0,7185
Butirico 26,62 34,14 21,56 25,74 2,2449  0,3414
Isovalérico 8,68 8,61 7,90 10,59 1,1879  0,8690
Valérico 11,77 8,01 5,45 4,74 2,2215  0,6891
Hexaendico 0,78 1,42 0,38 0,07 0,4290  0,7239
Total 216,56 224,46 187,28 177,10 13,3596  0,5741
Metano 25,56 29,28 19,97 27,22 2,1720  0,5167
C2:c3 1,16 1,16 1,09 1,42 0,0576  0,3047

Q= quitosana; LCCt= liquido de castanha de caju técnico; EPM= erro padrio da média; MON=
monensina; N-NH3= nitrogénio amoniacal; Metano (mM/L)= 0.45(C2) - .275 (C3) + 0.4 (C4).
Tratamentos: Controle (mon: 25mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 375mg/kg/MS); LCCt+ Q2 (600mg+
750mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 1125mg/kg/MS)
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4. DISCUSSAO

A associagdo da quitosana e o LCCt ndo afetou o consumo de materia seca e
por consequéncia nao houve influéncia sobre a digestibilidade dos nutrientes no
experimento 1 e no experimento 2. O resultado difere-se do encontrado por SILVA et al
(2023) que avaliaram a associagdo de quitosana (900mg/kg/Ms) e LCCt
(600mg/kg/MS) em pastejo e observaram redugdo no consumo de MS, mas sem
alteragdes sobre a digestbilidade dos nutrientes. A divergencia entre os trabalhos pode
ser associada aos diferentes componentes da base da dieta: forragem e graos inteiros em
maiores propor¢des, que podem influenciar diretamente sobre o consumo. O consumo
pode ser regulado por dois fatores: fisicos em que a distensdo causada pela fibra da
forragem que resulta no enchimento ruminal; também pode ser influenciado através da
regulacdo quimica a partir dos metabolitos produzidos no processo digestivo ( WANG,
et al. 2024). A dieta com altas propor¢des de grao de grao de milho inteiro, similares a
utilizada no presente estudo, possuem elevada densidade energética e impacta
diretamente o consumo. Para CARVALHO et al (2015), a regulagdo do consumo ¢
apenas para atender o seu requerimento energético, reduzindo a ingestdo de alimentos.
PEREIRA et al (2019), em um estudo in vitro com a associagao de quitosana e LCCt
identificaram reducdo na digestibilidade da materia seca. Em condi¢des onde sdo
avaliadas separadamente, a quitosana (KIRWAN et al. 2021) e o LCCt (OSMARI et al,
2019; COUTINHO et al, 2014) ndo promoveram alteracdes sobre o consumo de MS.

A combina¢do dos aditivos afetou metabolismo de ureia no experimento 1
(Tabela 4) e os teores de proteinas absorvidas e os derivados de purina no experimento
2 (Tabela 7), o que diverge do achado por SILVA et al (2023). Acredita-se que os
bovinos de corte tenham eficiéncia do uso de nitrogénio entre 10-20%, sendo
considerada baixa (KIRWAN et al, 2021). A suplementagdo com a combinacdao da
quitosana € o LCCt pode vir a melhorar o aproveitamento desses nutrientes devido as
suas agOes sobre as bactérias proteoliticas presentes no ramen (DIAS et al, 2017,
GOETZ et al, 2023) e devido a similaridade que possuem com os mecanismos de a¢do
dos iondforos (PEREIRA et al, 2019; OSMARI et al, 2017). Os resultados deste estudo
podem ser associados a diminuicdo da protedlise ruminal, que gera o acimulo de

nitrogénio microbiano € amonia, onde a partir da reducao da populagdo de bactérias que
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sintetizam amonia ha uma diminui¢do da desaminacdo da proteina no rumen
(MARQUES & COOKE, 2021).

As diferentes combinagdes de doses de LCCt e Quitosana nao influenciaram os
AGCC. Este resultado estd em consonancia com os achados por SILVA et al. (2023),
mas diverge dos achados por OLIVEIRA et al. (2025) nos AGCC ¢ nas concentragdes
de metano. A diminui¢do da concentracdo de metano pode atribuida ao acido anacardico
presente no LCCt que atua sobre as bactérias metanogénicas (BRANCO et al, 2015;
SAENAB et al, 2017) que sao destruidas através do aumento da permeabilidade da sua
membrana; ambos aditivos possuem habilidade em modular a fermentagdo ruminal a
ponto de alterar as propor¢des da producdo de AGVs, com incremento na producdo de
proprionato que utilizara os ios H> do meio para sua sintese e reduz a disponibilidade do
hidrogénio para a formagio do metano (HARAHAP et al, 2019 ,JIMENEZ-OCAMPO
etal, 2019; DIAZ et al, 2015).

A partir dos resultados do experimento 1, os tratamentos Q+LCCt2 e Q+LCCt3
apresentaram valores siganificativos sobre o metabolismo ureico. Para o experimento 2,
a eficiéncia na sintese microbiana e derivados de purina apesentaram valores
significativos apenas para o tratamento LCCt+Ql. Os resultados obtidos estdo de
acordo com as recomendacdes nos estudos de ANSCHAU et al. (2025) e SILVA
(2019). O incremento no metabolismo proteico pode ser associado a mecanismo de acao
dos aditivos que provoca a morte das bactérias, que posteriomente serdo utilizadas como
fonte de proteina microbiana e absorvidas no intestino delgado.

Estudos prévios (SHAH et al. 2022; OLIVEIRA et al. 2025; JIMENEZ-
OCAMPO 2019; KIRWAN et al. 2021) indicam que a acdo antimicrobiana da quitosana
¢ ampla. Sua atuagdo estd associada com alteragdes na superficie das células e
interagdes eletrostaticas na membrana externa, com a substitui¢do de ions Mg?* ¢ Ca?,
que torna a membrana celular instdvel a ponto de ocasionar o extravasamento de
liquidos intracelulares causando a morte dos microrganismos. Nesse contexto, atua
significativamente sobre as bactérias gram positivas, pois possuem a membrana externa
peptideoglina mais acessivel quando comparadas as bactérias gram negativas. O acido
anarcardico presente em maior propor¢dao no LCCt atua como surfactante natural age
sobre as bactérias Gram- positivas, alterando a permeabilidade de sua membrana
(ANSCHAU et al. 2025) através da atividade anfipatica dos lipidios fendlicos presentes
em sua composicdo (acido anarcédico, caldol e cardanol), que levam ao aumento da

permeabilidade da membrana e fazendo com haja extravasamento de contetido
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citoplasmatico até¢ que haja a lise completa do microrganismo (VIEIRA et al., 2022) .
Além da acdo antibacteriana, o LCCt possui agdo antiprotozoaria (OSMARI et
al., 2017) que acontece devido a alteracdo na permeabilidade de sua membrana, assim
como ocorre nas bactérias. A auséncia de protozoarios impacta o aproveitamento de
proteinas no ambiente ruminal, resultando na diminui¢do da sua degradagao (KIRWAN
et al., 2021). A quitosana e do LCCt associadas de forma moderada podem apresentar
acdo sinérgica no ambiente ruminal, com redu¢do de populagdes de microrganismos que
competem entre si no processo fermentativo, favorecendo o desenvolvimento de
microrganismos que sejam mais eficientes no aproveitamento e incorporagcdo do

nitrogénio em proteina microbiana.

5. CONCLUSAO

A associagdo da quitosana ¢ do LCCt em dietas de alto grdo para bovinos
mostrou-se efetiva na manuten¢ao do ambiente ruminal, sendo capaz de modular os
parametos de fermentacdo, o pH e sem afetar o consumo de matéia seca. O Uso
combinado dos dois aditivos apresenta influéncia mais expressiva sobre o metabolismo
proteico. Dessa forma, a dose mais eficiente da associacdo ¢ a de 600mg/kg/MS +
375mg/kg/MS (tratamentos Q+LCCt2 e LCCt+Q1), com melhores resultados sobe a
sintese e eficiéncia da proteina microbiana, A combinacdo de doses exatas dos aditivos
com seus efeitos positivos sobre o ambiente ruminal, mostrou-se efetiva como potencial
substituto a monensina em dietas de bovinos de corte alimentados com altas proporcdes

de grdos.
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CAPITULO III

CRUZ, Fernanda Naiara Fogaga da. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, MS. Dezembro de 2025. 78p. Quitosana e Liquido de castanha de caju
como aditivos para bovinos. Orientador: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de
Goes; Coorientador: Jefferson Rodrigues Gandra

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da combinagdo entre quitosana e liquido da casca da
castanha de caju parametros da fermenta¢do ruminal e emissao de gases, metabolomica,
a digestibilidade e pardmetros sanguineos de bovinos alimentados com dietas a base de
graos inteiros. Foram realizados dois experimentos simultdneos: 1: dose fixa de
quitosana com doses crescentes de liquido de castanha de caju técnico (LCCt); 2: dose
fixa de LCCt e doses crescentes quitosana. Cada ensaio contou com 4 animais,
distribuidos aleatoriamente em delineamento quadrado latino (4 x 4). As dietas
ofertadas basearam-se em 85% de grdo de milho inteiro e 15% de péllet proteico-
mineral- vitaminico. Os tratamentos do experimento da dose fixa de quitosana com
doses crescentes de LCCt basearam-se em: controle com monensina (MON)
(25mg/kg/MS); Q+LCCtl: 375mg/kg/MS de quitosana + 300mg/kg/MS de LCCt;
Q+LCCt2: 375mg/kg/MS de quitosana + 600mg/kg/MS de LCCt; Q+LCC3:
375mg/kg/MS + 900mg/kg/MS. Para o experimento com a dose fixa de LCC e as doses
crescentes de LCCt, utilizou-se: controle (CON) com monensina (25mg/kg/MS);
LCCt+Q1: 600mg/kg/MS de LCCt + 375mg/kg/MS de quitosana; LCCt+Q2:
600mg/kg/MS de LCCt + 750mg/kg/MS de Quitosana; LCCt+Q3: 600mg/kg/MS de
LCCt e 1125mg/kg/MS. A analise metabolomica do plasma e do liquido ruminal do
experimento 1 mostrou que a monensina e a Q+LCC1 s3o semelhantes entre si, mas
diferem da Q+LCC2 e Q+LCC3. O tratamento Q+LCCt2 apresentou a maior diferenca
visivel na gera¢do de calor e o tratamento Q+ LCCtl a maior similaridade quando
comparado ao tratamento controle (monensina). A analise metabolomica do plasma no
experimento 2 mostrou que a monensina, o tratamento LCCt+Q2 e LCCt+Q3 sao
semelhantes entre si, mas diferem da LCCt+Q1. A andlise dos metabolitos do liquido
ruminal mostrou que a monensina e o tratamento LCCt+Q1 sdo semelhantes, mas que
ambos diferem dos LCCt+Q2 e LCCt+Q3. Assim, considerando os efeitos similares

desejaveis e o perfil metabolomico equivalente, o tratamento que apresentou os
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resultados mais similares ao uso da monensina foi o LCCt+Q1.

Palavras-chave: aditivos alternativos, 6leos funcionais, biopolimero, ruminantes; perfil

metabodlico.
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CAPITULO III

CRUZ, Fernanda Naiara Fogaca da. Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, MS. Dezembro de 2025. 78p. Chitosan and cashew nut shell liquid as
additives for cattle. Orientador: Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de Goes;
Coorientador: Jefferson Rodrrigues Gandra

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of the combination between chitosan and
cashew nut shell liquid (CNSL) on ruminal fermentation parameters, gas emissions,
metabolomics, digestibility, and blood parameters of cattle fed whole-grain-based diets.
Two simultaneous experiments were conducted: 1: fixed dose of chitosan with
increasing doses of technical cashew nut shell liquid (CNSLt); 2: fixed dose of CNSLt
with increasing doses of chitosan. Each trial included 4 animals, randomly distributed in
a 4 x 4 Latin square design. The diets consisted of 85% whole corn grain and 15%
protein-mineral-vitamin pellet. The treatments for the fixed chitosan dose experiment
with increasing CNSLt doses were: monensin control (MON) (25 mgkg DM);
Q+CNSLtl1: 375 mg/kg DM chitosan + 300 mg/kg DM CNSLt; Q+CNSLt2: 375 mg/kg
DM chitosan + 600 mg/kg DM CNSLt; Q+CNSLt3: 375 mg/kg DM chitosan + 900
mg/kg DM CNSLt. For the fixed CNSLt dose experiment with increasing chitosan
doses, the treatments were: control (CON) with monensin (25 mg/kg DM); CNSLt+Q1:
600 mg/kg DM CNSLt + 375 mg/kg DM chitosan; CNSLt+Q2: 600 mg/kg DM CNSLt
+ 750 mg/kg DM chitosan; CNSLt+Q3: 600 mg/kg DM CNSLt + 1125 mg/kg DM
chitosan. Metabolomic analysis of plasma and ruminal fluid from experiment 1 showed
that monensin and Q+CNSLt1 are similar to each other, but differ from Q+ CNSLt2 and
Q+ CNSLt3. The Q+ CNSLt2 treatment showed the greatest visible difference in heat
generation, and the Q+CNSLt1 treatment showed the greatest similarity when compared
to the control treatment (monensin). Metabolomic analysis of plasma in experiment 2
showed that monensin, the CNSLt+Q2 and CNSLt+Q3 treatments are similar to each
other, but differ from CNSLt+Q1. Analysis of ruminal fluid metabolites showed that
monensin and the LCCt+Q1 treatment are similar, but both differ from CNSLt+Q2 and
CNSLt+Q3. Thus, considering the desirable similar effects and equivalent metabolomic
profile, the treatment that presented the results most similar to the use of monensin was

CNSLt++QI.
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1. INTRODUCAO

O Processo de intensificacdo da bovinocultura de corte brasileira fez crescer o
nimero de rebanhos confinados. A implantacdo do sistema permite que os animais
sejam arracoados com alimentos de alta qualidade nutricional mesmo em periodos de
seca e reduzindo a sazonalidade de animais disponiveis para o abate. As dietas com alto
teor de graos possibilita 0 maior ganho de peso, com produ¢dao de animais em menor
intervalo de tempo e com lotes mais uniformes, refletindo também em menor utilizacado
de mio de obra dentro da propriedade e redugdo dos custos com a producdo do
volumoso e seu armazenamento (DIAS, et al., 2016).

O amido oriundo de cereais como o milho ¢ melhor utilizado energeticamente
pelos ruminantes quando comparado ao carboidrato das forragens. No entanto, o
excesso dos carboidratos de alta fermentagao pode provocar acimulo dos acidos graxos
volateis, mudanga em seu padrao de fermentagdo, queda no pH ruminal e morte de
bactérias ruminais, elevando o risco de ocorréncia da acidose ruminal subaguda (SARA)
(YANG, et al., 2018-a). As intensas modificagdes ruminais provocadas pela acidose
podem comprometer o aproveitamento eficiente das dietas. Assim, torna-se necessaria a
utilizacao de aditivos com mecanismos de agdo que modulem a atividade no rimen e
que atenda aos requisitos de seguranga alimentar dos paises importadores do produto
brasileiro. E nesse contexto que o uso de aditivos naturais moduladores da fermentagio
ruminal como quitosana e o liquido de castanha de caju estdo sendo testados
(OLIVEIRA, et al., 2025).

As tecnologias 0micas vem ganhando espago no estudo da fisiologia dos
animais ruminantes na tentativa de compreender os efeitos das dietas de alto grao sobre
o organismo dos animais (GUO, et al., 2019). Grande parte dos estudos ja realizados,
estdo concentrados na avaliagdo do liquido ruminal e nas classes principais de seus
metabolitos: como os aminoacidos, carboidratos e dcidos graxos volateis (AGVs). No
entanto, os avangos recentes permitem que biofluidos como o plasma sanguineo seja
avaliado, possibilitando o monitoramento do funcdes organicas, da saude metabodlica
dos ruminantes, do aproveitamento de nutrientes dietéticos e tornando-se uma

alternativa em potencial para estudos em bovinos de corte (YANG, et al., 2018- b).
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2. MATERIAIS E METODO
2.1. LOCAL, ANIMAIS E TRATAMENTOS

O ensaio foi conduzido conforme os principios estabelecidos pelo Comité de
Etica da Universidade Federal da Grande Dourados sob o protocolo de aprovagio:
023/2015-3. A etapa de campo foi realizada no setor de nutricio de ruminantes e as
analises laboratoriais foram realizadas nos laboratérios de nutricdo animal (LANA) e
laboratorio de co-produtos e oleaginosas (LACO- LAPAC/FINEP) da Universidade
Federal da Grande Dourados, em Dourados, Mato Grosso do Sul.

Foram realizados dois experimentos simultdneos: o primeiro avaliando-se a
dose fixa de quitosana com doses crescentes de liquido de castanha de caju técnico
(LCCt) e o segundo com a dose fixa de LCCt e doses crescentes quitosana. Os
tratamentos experimentais consistiram na seguinte divisdo: Experimento 1 (quitosana
fixa+ doses crescentes de LCCt): controle com monensina (MON) (25mg/kg/MS);
Q+LCCtl: 375mg/kg/MS de quitosana + 300mg/kg/MS de LCCt; Q+LCCt2:
375mg/kg/MS de quitosana + 600mg/kg/MS de LCCt; Q+LCC3: 375mg/kg/MS +
900mg/kg/MS. O experimento 2 ( dose fixa de LCCt+ doses crescentes de quitosana):
controle (CON) com monensina (25mg/kg/MS); LCCt+Q1: 600mg/kg/MS de LCCt +
375mg/kg/MS de quitosana; LCCt+Q2: 600mg/kg/MS de LCCt + 750mg/kg/MS de
Quitosana; LCCt+Q3: 600mg/kg/MS de LCCt e 1125mg/kg/MS de quitosana. Cada
ensaio contou com 4 animais, mesticos (Holadés x Zebu, providos de canula ruminal
permanente, com idade aproximada de 18 meses, castrados e com peso corporal de
400kg (150 kg) , mantidos em baias individuais cobertas de 8m? (2 x 4m) com piso de
concreto, providas de comedouro e bebedouro individuais e ),  distribuidos
aleatoriamente em delineamento quadrado latino (4 x 4)

Os animais foram previamente adaptados a dieta durante 14 dias. A
alimentacao neste periodo baseou-se em silagem de milho, milho grao inteiro e o pélet-
proteico-vitaminico-mineral. A cada 3 dias a propor¢do dos alimentos era aumentada na
relacdo volumoso:concentrado de 75:25, 50:50, 25:75 e 15:85. No processo de
adaptacdo, o péllet passou a integrar a dieta a partir da propor¢ao 50:50, sendo
contabilizado como componente de fribra fisicamente efetiva. Os experimentos foram
divididos em 4 periodos, de 11 dias cada, dividos em 5 dias de adaptacdo a
suplementagdo e 6 dias para as coletas de adados, totalizando 44 dias totais de

avaliagdes. As dietas ofertadas basearam-se em 85% de grao de milho inteiro e 15% de
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péllet proteico- mineral- vitaminico. A composi¢do quimico-bromatolégica dos

ingredientes esta na tabela 1:

Tabela 1. Propor¢do e comoposi¢cdo quimico-bromatoldgica dos componentes da dieta
dos novilhos alimentados com alto grao e com LCCt e quitosana como aditivos.

Proporcao dos ingredientes na dieta (g/kg de MS)

Milho grao (inteiro) 850
Pellet 150

Composi¢cao quimico-bromatologica da dieta (g/kg )

Milho grao (inteiro) péllet
MS 871,4 875,2
MO 989.,4 825,4
PB 77,6 415,1
FDN 4357 378,1
FDA 42,5 675,3
Amido 750 38.9

MS= Materia seca; MO= Materia organica; PB= Proteina bruta; FDA= fibra em detergente acido; FDN=
fibra em detergente neutro

O péllet proteico vitaminico mineral foi adquirido comercialmente da empresa
Primato® (Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil), com os niveis de garantia descritos

na tabela 2.

Tabela 2. Ingrendientes e niveis de garantia do péllet proteico vitaminico-mineral

Ingrediente Niveis de garantia (a cada 100g/kg)
Ca 165,00 g/kg
N 100,00 g/kg
Ma 40,00 g/kg
S 50,00 g/kg
Tamponante 100,00 g/kg
Co 90,00 mg/kg
Cu 700,00 mg/kg
I 90,00 g/kg

Mn 1800,00 mg/kg
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Zn 3000,00 mg/kg
I 15,00 mg/kg
F 350mg/kg

A aquisicdo da quitosana deu-se através da empresa Polymar® (Fortaleza,
Ceara, Brasil) e tinha como caracteristicas: > 850g/kg de grau de desacetilacdo,
0,32g/mL de densidade, pH 7,90, viscosidade <200cPs, teor total de cinzas 1,35g/100g
e 9,3g/100g de perdas na secagem.

O LCCt Usibras Company (Aquiraz, CE, Brazil), foi analizado por meio de
cromatodgrafo liquido de alto desempenho (modelo Varrian 210), detector de arranjo de
diodo (DAD) e software Star WS (estacdo de trabalho 2.0). Utilizou-se a coluna de fase
reversa C18 (25cm x 4,6mm x Sum) (Phenomenex). Para a eluicdo, fez-se uso do
sistema de gradiente de acetonitrila/ agua/ acido acético (66/33/2 viviv) (A) e
tetrahidrofurano (B) com eluicdo inicial de 10%, atingindo 100% ap6s 40 minutos. A
bomba possuia vazao de ImL/ min e o volume injetado correspondeu a 20uL. A curva
analitica e os procedimentos analiticos do produto foram realizados a uma temperatura
de 22°C, com injecdes em triplicata. Para a solubilizagdo do produto fez-se uso de
acetronila/ 4gua (66/35v:v), chegando a uma concentragdo final de 1000pg/mL. A
quantificagdo do 4cido anacérdico, cardanol, 2-metilcardol e cardol presentes no LCCt
deu-se por meio de curvas padrdao externas preparadas a partir do uso de compostos de
pureza de 97% nas concentragdes de 10-100pg/mL. Os resultados foram expressos em
mg/g de amostra obtida a partir de uma curva de padronizagdo externa, com coeficiente
de correlagdo 0,9992 para todos os compostos analisados. Ao final, o LCCt analisado
teve a composicao: 10.03mg/g acido anacardico, 540.77mg/g de cardanol, 102,34mg/g
de cardol e 19.17mg/g de 2-methylcardol.

Os animais foram arragoados duas vezes ao dia: as 07:30 e as 14h, com o
consumo diario sendo ajustado a partir do consumo de matéria seca (CMS) do dia
anterior, com mistura homogénea dos ingredientes (milho e péllet) sob forma de dieta
completa. O ajuste do CMS foi realizado diariamente a partir das sobras e obedecendo o
excedente entre 5-10% para que o consumo nao sofresse limitacdes.

A administragdo dos aditividos foi realizada as 7h da manha, antes do
recebimento da dieta, através da canula ruminal. O material era pesado de acordo o

consumo de matéria seca ¢ de acordo a suas caracteristicas fisicas, acondicionado
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individualmente. A quitosana por se tratar de um material seco, foi pesada e envolvida
em papel de celulose de rapida degradacao; ja o liquido de castanha de caju necessitava
de um veiculo para adquirir consisténcia firme e era misturado a pequenas quantidades
de fuba de milho para posterioemente ser arrmazenado em papel do mesmo material que

a quitosana.

2.2. ANALISES METABOLOMICAS

No 11° dia do periodo experimental as amostras dos biofluidos para a analise
foram coletadas quatros horas ap6s a suplementacdo. As aliquotas sanguineas foram
coletadas por meio de puncdo da veia caudal utilizando heparina como anticoagulante.
O liquido ruminal foi extraido manualmente na interface liquido-sélido do ambiente
ruminal, filtrando-se o material através de gaze tripla, resultando em aproximadamente
5 mL de filtrado. As amostras do sangue foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 min, e
o sobrenadante de cada material identificado e armazenado a —80 °C para analise por
espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN de™). Aliquotas de 2 mL do
fluido ruminal foram centrifugadas por 60 min a 10000 x g a 4 °C para remover
particulas finas do alimento e microrganismos que resistiram a filtragem em faze. O
sobrenadante desse material foi coletado e transferido para um novo tubo,
permanecendo armazenado a —80 °C até a anélise metabolomica.

Os biofluidos foram preparados por meio de filtros centrifugos (corte de 3 kDa,
Amicon Ultra -0,5, Merck Millipore Ltd., Irlanda) de acordo com MATIAS et al. 2024.
Os filtros utilizados foram lavados com 500 pl. de agua MilliQ por 5 minutos,
procedimento repetido cinco vezes. Posteriormente, 500 pL de cada amostra foram
adicionados aos filtros e centrifugados a 13.000 x g por 30 minutos a 4 °C. As amostras
foram centrifugadas a vacuo para remog¢ado do solvente durante a noite (SpeedDry RCV
2-18 CD plus, Christ; Osterode am Harz, Alemanha).

As amostras foram ressuspensas em 500 pL de tampao fosfato (0,1 mol L™, pH
7,40; [fosfato monobésico de sodio, NaHPO4.H20, 137,99 g-mol™! sintético; fosfato
dibasico de sodio, NazHPO4.7H20 268,07 g-mol™']) preparado em D20 (99,9%; Sigma-
Aldrich, San Luis, CA, EUA), contendo 0,5 mM de 2,2-dimetil-2-silapentano-5-
sulfonato (DSS) como padrao interno. A mistura foi homogeneizada brevemente em
vortex e centrifugada a 14.000 x g por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi

cuidadosamente transferido para tubos de RMN de 5 mm e inserido no espectrometro de
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RMN para analise.

Os espectros de RMN de ! foram registrados usando um espectrometro de RMN
Bruker AVANCE III HD 600 (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Alemanha) operando a
14,1 T, com ! observado a 600,13 MHz, equipado com uma sonda de banda larga
(BBO) de 5 mm com capacidade de gradiente em z. Todas as medi¢des foram realizadas
a 298,15 K, de acordo o protocolo de DA COSTA et al. 2019. Para suprimir o sinal
residual da dgua, empregou-se a sequéncia de pulsos noesygpprld, com supressdo do
sinal da agua por irradiagdo a 2824,5 Hz (O1). Cada espectro de RMN de 'H consistiu
em 128 varreduras, com os seguintes parametros de aquisi¢do: largura espectral (sw) de
12019 Hz (20,0276 ppm), pulso de 90° (P1) de 13,1 us, tempo de aquisi¢ao (aq) de 4,50
s, atraso de relaxamento (d1) de 25 s, pontos de dados (TD) de 108170 (106 K), tempo
de mistura (d8) de 5 ms e varreduras de descarte (ds) de 4.

Os dados obtidos foram processados utilizando o software TopSpin 3.7.6. Todos
os espectros foram processados com alargamento de linha de 0,3 Hz (Ib) para atenuar o
ruido nos sinais espectrais. Apos a aquisi¢cdo do espectro, corregdes de fase e de linha de
base foram aplicadas para garantir a qualidade espectral ideal, utilizando o software
Processor Chenomx NMR Suite Professional vI0 (Chenomx Inc., Edmonton, AB,
Canada).

Os metabdlitos nos espectros de RMN de M unidimensionais foram identificados
através do software Chenomx NMR Suite Professional v10 (Chenomx Inc., Edmonton,
AB, Canada). Corre¢oes de fase e de linha de base foram aplicadas para garantir a
qualidade espectral ideal. Todos os espectros foram referenciados aos picos de metila do
DSS em 0,00 ppm, que também atuou como padrdo interno para quantificagao.

Um total de 45 metabdlitos foram identificados e quantificados a partir dos
espectros de RMN de 'H unidimensionais de extratos séricos utilizando o modulo
Profiler do software Chenomx NMR Suite. Este software utiliza uma biblioteca
espectral unidimensional integrada para a identificagdo precisa de metabolitos. A
quantificagdo foi realizada comparando-se a 4rea dos picos dos metabolitos
selecionados com a area sob o pico do metil DSS (0,5 mM, sinal em 0,00 ppm), que

representava uma concentracao conhecida de 0,5 mM em todas as amostras.
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados metabolomicos foram analisados utilizando o MetaboAnalyst 6.0
(http://www.metaboanalyst.ca/). As tabelas de concentragdo de metabolitos foram
carregadas no MetaboAnalyst ¢ os dados foram transformados logaritmicamente e
escalonados por Pareto antes das analises. A estimativa de valores ausentes foi realizada
utilizando o método k-vizinhos mais proximos (KNN) com base em amostras
semelhantes. Métodos multivariados foram aplicados para melhor explorar as diferencas
entre os tratamentos. A analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA)
foi realizada para obter uma visao geral dos dados e detectar outliers.

A importancia da varidvel na projecdo (VIP) foi utilizada para identificar
potenciais caracteristicas responsaveis pelas variagdes entre o tratamento controle
(monensina) e os demais tratamentos por meio de valida¢do cruzada (procedimento
leave-one-out e acurdcia como medida) realizada por PLS-DA para avaliar a validacao
do modelo pela qualidade da predicdo (Q*) e pela qualidade do ajuste (R?).
Caracteristicas com valores de VIP > 1 foram consideradas significativas. Para
identificar processos ou vias biologicas associadas as alteragdes metabodlicas
observadas, uma analise de enriquecimento foi realizada para comparar o tratamento
controle e os demais tratamentos, com um limiar de p < 0,1 e a funcdo “Andlise de
Super-representacdo”. Essa abordagem avalia se metabdlitos especificos estao
significativamente super-representados em algumas vias, oferecendo insights sobre a
relevancia bioldgica dos modulos metabolicos. A analise de vias foi conduzida
utilizando o banco de dados KEGG, garantindo uma cobertura abrangente das vias

metabolicas estabelecidas.

3. RESULTADOS

3.1. EXPERIMENTO 1: QUITOSANA FIXA + DOSES CRESCENTES DE LCCT

A anélise metabolomica do plasma no experimento 1 mostrou que a monensina e
a Q+LCCI1 sao semelhantes entre si, mas diferem da Q+LCC2 e Q+LCC3 (Figura 4).
Ao analisar o liquido ruminal dos animais submentidos as condi¢des do experimento 1,

a monensina ¢ mais proxima metabolicamente do tratamento Q+LCC2 (Figura 5).
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Com os resultados obtidos no plot e a distritibuicdo dos tratamentos na PCA
(coloragdo dos circulos) (Figura 4), fez-se a comparagdo entre pares que mais se
divergem metabolicamente, neste caso entre a monensina ¢ o Q+LCC2 (figura 6). O
VIP gerado da comparagdo entre a monensina ¢ o Q+LCC2 (figura 7) mostrou maior
propor¢do de metabodlitos na presenga da monensina, com destaque para a prolina,
seguida carnitina, 2- metilglutamina, citrulina, 4- piridoxato, creatina fosfato, acido
acetilsalicilico, teofilina, glutamina, propionato, creatinina, citrato, valina e isoleucina.

Apenas a piridoxina esteve elevada no uso da Q+LCC2.
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Figura 6. Principais componentes metaboldmicos do plasma de bovinos alimentados com dietas de graos
de milho integral suplementados com o tratamento Q+LCC2 (375mg+600mg/kg/MS) e controle
(monensina: 25mg/kg/MS)
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Figura 7. Indices VIP de metabélitos plasmaticos em bovinos alimentados com dietas & base de grios de
milho integral suplementados com o tratamento Q+LCC2 (375mg+600mg/kg/MS) e controle (monensina:
25mg/kg/MS)

Na analise de conjunto de enriquecimento de metabolitos do plasma (figura 8) os
produtos com maior metabolismo foram o piruvato, biotina, piruvaldeido,

gliconeogénese, a lisina e a cisteina.



65

Overview of Enriched Metabolite Sets (Top 25)

Pyruvate Metabolism 4 .
Biotin Metabolism o .
Pyruvaldehyde Degradation - .
Gluconeogenesis - [ ]
Lysine Degradation 4 .
Cysteine Metabolism 4 [ )
Spermidine and Spermine Biosynthesis o .
Alanine Metabolism ® Enrichment Ratio

o ® 20
Malate-Aspartate Shuttle - @ : ;g
L ]

@ 35

Beta-Alanine Metabolism @ . 4.0

Urea Cycle
Ammonia Recycling o

Amino Sugar Metabolism [ ]
Methylhistidine Metabolism - @ P-value
Glycolysis o L 0.15
Transfer of Acetyl Groups into Mitoch... q [ ] 0.10
L
®
@

Catecholamine Biosynthesis q 0.05

Thyroid hormone synthesis -
¥ Yy 0.00

Methionine Metabaolism o

Glutamate Metabolism 4 ®
Glucose-Alanine Cycle 4

Propanoate Metabolism o

Selenoamino Acid Metabaolism
Phenylalanine and Tyrosine Metabolism -

Betaine Metabolism 4

0.75 1.00 125 1.50 1.75
-logl0 (p-value)

Figura 8. Analise de enriquecimento de conjuntos de metaboélitos comparando o plasma de bovinos
alimentados com graos de milho integral. suplementados com o tratamento Q+LCC2
(375mg+600mg/kg/MS) e controle (monensina: 25mg/kg/MS)

O perfil metabolico do liquido ruminal (figura 9) evidenciou que a monensina e
o tratamento Q+LCCt1 sdo semelhantes entre si, mas que ha diferenca nos produtos do
metabolismo entre o Q+LCCt2 e Q+LCCt3. Resultado semelhante ao encontrado na

avaliacdo do plasma sanguineo.
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Figura 9. Principais componentes metabolomicos do liquido ruminal de bovinos alimentados com dietas
de grdos de milho integral suplementados com dose fixa de quitosana e doses crescentes de LCCt.
Tratamentos: Controle (mon: 25mg/kg/MS); Q+LCCt1(375mg+300mg/kg/MS);
Q+LCCt2(375mg+600mg/kg/MS); Q+LCCt3(375mg+900mg/kg/MS)

Para se obter uma visao aprofundada das variagdes entre os tratamentos, criou-se
um mapa de calor (figura 10) com os prinicpais metabolitos ruminais encontrados para
dar melhor énfase as diferengas. O tratamento Q+LCCt2 apresentou a maior diferenca
visivel na gera¢do de calor e o tratamento Q+ LCCtl a maior similaridade quando
comparado ao tratamento controle (monensina). A partir da divergéncia entre o
tratamento Q+LCCt2 e o tratamento controle, relaizou-se a analise de conjunto de
enriquecimento de metabolitos do liquido ruminal (figura 11) em que os produtos com

maior metabolismo foram o piruvato, biotina, piruvaldeido, gliconeogénese, a lisina e a

cisteina.
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Figura 11. Analise de enriquecimento de conjuntos de metabolitos comparando o plasma de bovinos
alimentados com graos de milho integral. suplementados com o tratamento Q+LCC2
(375mg+600mg/kg/MS) e controle (monensina: 25mg/kg/MS)

3.2. EXPERIMENTO 2: LCCT FIXO+ DOSES CRESCENTES DE QUITOSANA

A analise metabolomica do plasma no experimento 2 mostrou que a monensina, o
tratamento LCCt+Q2 e LCCt+Q3 sdo semelhantes entre si, mas diferem da LCCt+Q1
(Figura 12).
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Figura 12. Principais componentes metabolomicos do plasma de bovinos alimentados com dietas de graos
de milho integral suplementados com dose fixa de LCCt e doses crescentes de quitosana. Tratamentos:
Controle (mon: 25mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 375mg/kg/MS); LCCt+ Q2 (600mg+ 750mg/kg/MS);
LCCt+ QI (600mg+ 1125mg/kg/MS)

A andlise dos metabdlitos do liquido ruminal mostrou que a monensina e o
tratamento LCCt+Q1 sdo semelhantes, mas que ambos diferem dos LCCt+Q2 e
LCCt+Q3 (Figura 13), resultado que divergiu do encontrado no plasma. Para identificar
as diferencas entre os tratamentos, criou-se um mapa de calor (Figura 14) com os
principais metabodlitos ruminais encontrados. O tratamento LCCt+Q3 apresentou a
maior diferenga visivel na geragao de calor e o tratamento Q+LCCtl a menor geracao
de calor comparado ao tratamento controle (monensina). A partir da divergéncia entre
os tratamentos, realiizou-se a andlise de conjunto de enriquecimento de metabolitos do
liquido ruminal (figura 15) em que os produtos com maior metabolismo foram a

vitamina B6, amido e sucralose, vitamina K, porfirina, acidos biliares e glicerolipideos.
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Figura 13. Principais componentes metabolomicos do liquido ruminal de bovinos alimentados com dietas
de grdos de milho integral suplementados com dose fixa de LCCt e doses crescentes de quitosana.
Tratamentos: Controle (mon: 25mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 375mg/kg/MS); LCCt+ Q2 (600mg+
750mg/kg/MS); LCCt+ Q1 (600mg+ 1125mg/kg/MS)
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Figura 15. Anélise de enriquecimento de conjuntos de metabolitos comparando o plasma de bovinos
alimentados com grios de milho integral. suplementados com o tratamento LCC+ Q2
(600mg+750mg/kg/MS) e controle (monensina: 25mg/kg/MS)

4. DISCUSSAO

O perfil metabolomico do plasma sanguideo do experimento 1 evidenciou
diferengas nos metabolitos oriundos metabolismo proteico como a carnitina, prolina, 2-
metilglutamina, creatina fosfato, glutamina, valina, isoleucina, lisina e cisteina; também
no metabolismo energético com o propionato, citrato, piruvato, piruvaldeido e
esttimulacdo de vias metabolicas importantes como a gliconeogénse. De acordo com
MOREIRA et al., 2025 os ruminantes possuem uma depedéncia direta da
gliconeogénese para producdo da glicose e suprimento da sua demanda energética, de

modo que utilizam produtos do metabolismo intermedidrio e vias metabolicas
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alternativas como os aminodacidos.

A identificacdo de produtos do metabolismo proteico no plasma pode estar
associada a retengdo desses compostos e diminui¢do da excrecdo. Para MARQUES &
COOKE (2021) a degradacao de proteinas e aminoacidos a nivel de rumen ¢ ineficiente,
pois ultrapassa a capacidade de aproveitamento dos microsganismos € o excedente do
metabolimos ¢ perdido via excre¢do. Neste estudo, a suplementagdo da combinagao da
quitosana ¢ o LCCt pode te contribuido para melhorar o aproveitamento dos produtos
do metabolismo, pois os aditivos agem sobre as bactérias proteoliticas presentes no
rumen (GOETZ et al, 2023) e com o mecanismo acao similar aos ion6foros (PEREIRA
et al, 2019; OSMARI et al, 2017) reduziu a protedlise ruminal a partir do controle das
bacterias que utilizam amoénia e com reducdo da desaminacao ruminal (MARQUES &
COOKE, 2021).

A diferenciacdo dos compostos dos produtos do metabolismo energético como o
proprionato pode estar diretamente relacionado com o tipo de dieta que estd sendo
ofertada, devido as elevadas concentragdes de amido das dietas ricas em graos promove
a maior producdo de acido propionico (propionato) ruminal (WANG et al., 2024) e essa
producdo ¢ facilmente absorvida pelo epitélio e ganha a circulagdo sanguinea. O citrato
¢ o responsavel por iniciar o ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico (CHANDEL,
2021) que esta envolvido primariamente no metabolismo de carboidratos e também de
proteinas. O piruvato ¢ o produto final da degradacdo dos carboidratos. A degradagao
dessas moléculas se inicia no meio extracelular onde os polissacaideos sdo degradados
até monossacarideos; somente a partir da molécula mais simples de monossacarideos ¢
que torna-se possivel pentrar a membrana celular das bactérias sendo finalmente
metabolizado a piruvato e posteriormente dando origem aos AGVs (KOZLOSKI,
2017). O piruvaldeido ¢ um produto da degradag@o do &cido ascérbico (PEDRINI et al.,
2024) também denominado como vitamina C e que pode atuar como regulador do
estresse (KIM et al. 2024), antioxidante (BEENKEN-BOBB et al., 2023) e protege
contra danos celulares produzidos pelos radicais livres (BEENKEN et al., 2021).

A lisina ¢ um aminoacido que possui papel importante como molécula bioativa
em vias de regulacdo metabolica e sinalizagdo no metabolismo energético da glicose e
também dos lipidios (KONG et al., 2021). A Cisteina ¢ um produto do metabolismo da
metionina. De acordo com ZHANG et al. 2022 a metionina ¢ um aminoacido limitante
para o ruminante, sendo necessaria obté-la por meio das proteinas dietéticas e dos

microrganismos ruminais. A presen¢a da cisteina a nivel sérico e ruminal indica
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proporgdes satisfatorias deste aminoacido e o melhor aproveitamento da proteina da
dieta. A biotina ¢ equivalente uma vitamina com complexo B (B8) que atua como
coenzima no metabolismo de aminnodcidos e da gliconeogénese (DUPLESSIS et al.,
2022). A vitamina B6 age no metabolismo de aminoacidos, em vias importantes como a
transaminacdo e transsulfuragdo tornando-se vital para a sintese de proteinas (
PROMBOOD et al., 2025). A presenga desses metabolitos reforca a influéncia positiva
da associagdo dos aditivos sobre o metabolismo proteico.

O amido ¢ um carboidrato ndo estrutural e a sacarose ¢ um monossacarideo
oriundo do metabolismo de carboidratos (RAVELO et al. 2022), produtos que sao
esperados em maiores propor¢des quando a dieta ofertada possui maior teor de graos
ricos em carboidratos (milho). A vitamina K é uma vitamina lipossoluvel sintetizada em
grande quantidade pelas bactérias ruminais e estd associada a fun¢do no controle da
hemostasia (cascata de coagulagdo) e remodelagdao 6ssea (VALADARES FILHO, et al.
2017).

5. CONCLUSAO
A presenca de grande variedade de metabolitos a niveis séricos e ruminais

evidencia que a associagdo entre os aditivos conseguiu modular e controlar o ambiente
ruminal com produgdo de metabolitos esperados sob as condigcdes a que os animais
foram submetidos. Assim, considerando os efeitos similares desejaveis e o pertfil
metabolomico equivalente ao tratamento controle (monensina), a dose com melhores
resultados estd em 600mg/kg/MS + 375mg/kg/MS, presente tratamento LCCt+Ql,

podendo ser utilizada em dietas de alto grao para bovinos de corte

6. CONSIDERACOES FINAIS

O prresente estudo avaliou a associagdo entre quitosana e liquido de castanha
de caju técnico (LCCt) como potenciais substitutos da monensina sodica em dietas de
alto grdo para bovinos de corte, contribuindo para o avango do conhecimento sobre
aditivos naturais na nutricdo de ruminantes. A partir dos dois experimentos conduzidos
simultaneamente, foi possivel estabelecer relagdes importantes entre as doses testadas e
os efeitos sobre o metabolismo animal.

Os resultados obtidos demonstraram que a combinag¢do dos aditivos ndo
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comprometeu o consumo de matéria seca nem a digestibilidade dos nutrientes, aspectos
fundamentais para a manutengdo do desempenho produtivo em sistemas de
confinamento. Adicionalmente, a manutencdo dos pardmetros fermentativos ruminais
(pH, AGCC e N-NHs) em niveis semelhantes ao tratamento com monensina refor¢a o
potencial da associacdo como ferramenta moduladora do ambiente ruminal.

Os efeitos mais expressivos foram observados sobre o metabolismo proteico,
com destaque para o incremento na sintese de proteina microbiana, derivados de purinas
e eficiéncia microbiana, especialmente no tratamento LCCt+Q1 (600 mg/kg MS de
LCCt + 375 mg/kg MS de quitosana). Esses achados sugerem que a acao sinérgica entre
os compostos bioativos da quitosana ¢ do LCCt — atuando sobre bactérias gram-
positivas e proteoliticas — favorece o direcionamento do nitrogénio para a formagao de
proteina microbiana, melhorando o aproveitamento dos compostos nitrogenados.

A metabolomica revelou que o perfil metabdlico do tratamento LCCt+Q1 foi o
mais similar ao da monensina, tanto no plasma sanguineo quanto no liquido ruminal,
indicando que essa combinagdo ¢ capaz de igualar aos efeitos metabdlicos do iondforos.
A presenga de metabolitos relacionados ao metabolismo energético (propionato, citrato,
piruvato) e proteico (prolina, glutamina, lisina, cisteina) evidencia que os aditivos atuam
de forma integrada sobre as principais vias metabodlicas.

Dessa forma, recomenda-se que futuras pesquisas avaliem os efeitos da
combinagdo em condi¢cdes de longo prazo, considerando o desempenho animal, a
qualidade da carcaga, estratégias de fornecimento e a viabilidade economica para

sistemas de producao.
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