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1. IDENTIFICACAO

Tiago Ronimar Ferreira Lima, filho de Lidia Ferreira Gomes e Sebastido
Gomes de Lima, natural de Jatai i Goias. Cursou o 1° grau na Escola Municipal
Professor Luziano Dias de Freitas e o 2° grau no Colégio Estadual Jodo Roberto
Moreira. Ingressou no Curso de Zootecnia pela Universidade Federal de

Goias/Campus Jatai em 2008.

2. LOCAL DE ESTAGIO

O estagio foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo (USP) no Campus Pirassununga,
localizada na Avenida Duque de Caxias, n° 225, setor Norte, na cidade de
Pirassununga i SP, no periodo de 03 de junho a 02 de agosto de 2013.

Devido a infraestrutura de ponta, presenca de profissionais qualificados e
diversos estudos realizados no campo de nutricdo animal com técnicas e
metodologias diversificadas, optou-se por esta instituicdo para complementacao

da base tedrica obtida ao longo do Curso de Zootecnia.

3. DESCRICAO DA ROTINA E DO CAMPO DE ESTAGIO

O Departamento de Nutricdo e Producao Animal (VNP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ/USP),
conta com diversos setores e laboratérios destinados a formacédo qualificada de
seus académicos, sejam eles graduandos ou pés- graduandos; desenvolvimento
de pesquisas na area da nutricdo e producao; prestacdo de servicos de extensao
universitaria relacionadas a esse campo de estudo e colaboracéo cientifica com
orgaos publicos e privados, sejam eles nacionais ou internacionais, no ensino,
pesquisa e extensao.

O VNP abrange os ramos de pesquisa de ndo ruminantes (Laboratorios
de Pesquisa em Suinos e em Aves) e de ruminantes (Laboratério de Nutricdo de
Ruminantes, Laboratorio de Pesquisa em Bovinos de Leite i LPBL); além de
setores destinados ao bem estar animal (Laboratério de Bioclimatologia) e a

preparacao da alimentagdo de cada setor de producéo (Laboratorio de Preparo de
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Racdes Experimentais). Também conta com laboratérios destinados ao estudo do
processamento dos produtos de origem animal (Laboratorio de Tecnologia de
Produtos de Origem Animal) e de fisiologia animal (Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia Animal i LBFA), entre outros.

O Laboratério de Pesquisa em Bovinos de Leite (LPBL) foi criado devido a
demanda no Setor de Bovinocultura Leiteira pelos docentes do Departamento de
Nutricdo e Producdo Animal. Esta demanda gerou a necessidade do VNP ter, em
suas dependéncias, uma unidade experimental em bovinos leiteiros que
promovesse infraestrutura adequada para o desenvolvimento de pesquisas em
nutricdo e producao animal.

O Laboratério de Pesquisa em Bovinos de Leite, sob a coordenacdo do
professor Dr. Francisco Palma Rennd, possui trés funcionarios (auxiliares
agropecudrios), além de uma equipe terceirizada para atividades afins (limpeza
das baias, concerto de cercas, retirada da silagem no silo, entre outras). Este
laboratorio esta inserido em uma area de aproximadamente 13,5 hectares, sendo
composto por pastagens e constru¢cdes que perfazem cerca de 480 m2. As
construcdes estdo divididas em quatro estdbulos para vacas tipo Free-Stall, areas
cobertas anexas e um modulo contendo escritorio, laboratorio, sala de leite,
banheiro e sala de ordenha. Os estabulos tém capacidade para 82 vacas adultas,
secas ou em lactacdo confinada, e areas cobertas anexas com capacidade para
cerca de 30 animais sob regime de pastejo e/ou semiconfinamento (bezerras,
novilhas e vacas secas). O médulo anexo ao estdbulo possui ordenhadeira
mecanica 2x1, em sistema canalizado Modelo ALPRO®, sala de leite com tanque
de resfriamento com capacidade para 1100 litros, laboratério para preparacéo e
armazenamento de amostras, contendo, ainda, escritorio e banheiro.

E possivel participar das atividades desenvolvidas pelos zootecnistas e
meédicos veterinarios, o que possibilita ao aluno o aprimoramento de técnicas
destinadas a avaliacdo de alimentos, bem como o acompanhamento nutricional
do rebanho leiteiro do Setor de Bovinocultura Leiteira e a rotina de alimentacdo

dos animais.

4. RESUMO QUANTIFICADO DAS ATIVIDADES REALIZADAS
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Durante o periodo de estagio, varias foram as atividades realizadas,
sendo algumas de rotina diaria, como a alimentacdo das vacas alocadas no
sistema free - stall (controle da ingestdo de volumoso e concentrado), destinadas
a experimentacdo ou nao; aleitamento dos bezerros e manejo de ordenha dos
animais do setor (acompanhamento dos animais até o local e a sua entrada na
linha de ordenha, teste da caneca de fundo preto, técnicas de manejo pré e pés
dipping), pesagem da quitosana (biopolimero natural derivado da quitina, sendo
utilizado em experimento, sera discutido com detalhes posteriormente), e outras
atividades realizadas periodicamente e/ou esporadicamente como a aplicacéo de
Somatrotropina recombinante bovina (rBST); preparo de racdo (pesagem dos
minerais e nucleos), determinacdo de matéria seca (MS) e matéria mineral (MM);
preparacdo de amostras para determinacdo de fibra em detergente acido
indigestivel (FDAI), determinacdo de nitrogénio (N; pesagem, digestdo, destilacdo
e titulacdo), coletas de experimentagcédo (coletas de fezes, urina, sangue, leite e

fermentacao) e preparo de amostras (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades realizadas no Laboratorio de Pesquisa em Bovinos de
Leite (FMVZ/USP) no periodo de 03/06/2013 a 02/08/2013

Atividades desenvolvidas

Item NUmero Frequéncia (%)
Alimentac&o Animais 60 18,07
Aleitamento Bezerros 50 15,06
Manejo de Ordenha 20 6,02
Aplicacéo rBST? 4 1,20
Preparo de Racdes 7 2,11
Pesagem Quitosana 60 18,07
Pesagem Cromo 30 9,04
Coleta de sobras 15 4,52
Coleta de fezes 18 5,42
Coleta de urina 6 1,81
Coleta de leite 9 2,71
Coleta liquido ruminal 2 0,60
Processamento 5 1,51
Amostras
Determinagéo MS2 10 3,01
Determinagcéo MM3 10 3,01
Pesagem FDAi* 14 4,22
Determinacdo de N° 12 3,61

Total 323 100,00

1 Somatrotropina recombinante bovina, 2 Matéria Seca, 3 Matéria Mineral, * Fibra
em Detergente Acido indigestivel, > Nitrogénio.



5. DESCRICAO E DISCUSSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

5.1. INTRODUCAO

O setor agropecuario brasileiro busca, a cada dia, potencializar os indices
zootécnicos dos rebanhos no intuito de manter e/ou elevar a produtividade animal
no mercado externo. Para obtencao de tais resultados, se faz necessério o uso de
novas técnicas voltadas a melhoria nutricional, otimizando as caracteristicas
qualitativas e quantitativas dos produtos de origem animal, sejam eles leite ou
carne. Para isso, iniciou-se a utilizacdo de aditivos na alimentacdo animal,
visando melhoria de fatores especificos no alimento ou no animal como
observado por Eifert (2005), ao avaliar o efeito da monensina e do 6leo de soja na
dieta sobre o desempenho de vacas leiteiras.

Dentre os varios tipos e meios de acdo dos aditivos, os ionoforos,
classificados como antibidticos por atuarem em uma gama especifica de micro-
organismos do rumen, despertam interesse devido seu modo de acéo, uma vez
qgue diminui o crescimento de bactérias proteoliticas e a degradacédo de proteina
hidrolisada e dietética (Russel & Martin, 1984). Os ionéforos atuam selecionando
0S micro-organismos gram-negativos e desestruturando a atividade celular dos
gram-positivos, reduzindo sua populagcdo. Com esta populacao reduzida, e sendo
ela a responsavel pela producédo de acetato, butirato e metano, estes compostos
terdo concentracdo alterada, principalmente o metano que é nocivo ao ambiente,
com reducao da perda de energia por eliminacdo de gases e, por consequéncia,
aumentando a retencdo da mesma.

Apesar de seus beneficios, os ionéforos apresentam elevado custo,
impossibilitando seu uso na pecuaria de forma mais expressiva. Aliado a isso, a
Unido Européia impds restricdes a importacdo de carne brasileira produzida com
0 uso de tais aditivos. Diante de tais barreiras, os pesquisadores comecaram a
buscar novos meios de manter o desempenho obtido com os ionéforos, mas de
forma a reduzir a rejeicdo da carne a ser exportada.

Em meio aos estudos desenvolvidos, percebeu-se o potencial de uso da
quitosana (polimero N-acetil-D-glicosamina), produto derivado da deacetilacéo da

quitina (Goiri et al., 2009a), componente presente no exoesqueleto de crustaceos
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e insetos, bem como na parede celular de alguns micro-organismos, possuindo
atividade antimicrobiana, homeostatica e imuno-estimulante (Senel et al., 2004).
Ao ser utilizado inicialmente na nutricdo de monogastricos, objetivava-se melhorar
a retencdo de nitrogénio, crescimento e eficiéncia alimentar de leitbes
desmamados (Huang et al., 2005). Com o enfoque na nutricdo de ruminantes, a
utilizacdo deste composto ainda € pequena.

Deste modo, objetiva-se relatar as atividades desenvolvidas durante a
avaliacdo de diferentes niveis de quitosana em bovinos leiteiros e seus efeitos

nos parametros fisioldgicos.

5.2. ARRACOAMENTO DOS ANIMAIS

O manejo de arragoamento dos animais foi realizado as 06h00 e 13h00
diariamente. Iniciava-se com o recolhimento das sobras de alimento do dia
anterior, realizando-se pesagem para controle do consumo de cada animal. Apos
pesadas, as sobras eram descartadas em sacos de linhaca. Para a regulacéo de
consumo, procedia-se com o calculo da porcentagem da sobra do dia anterior.

O consumo de MS ingerido por cada animal era regulado de acordo com as
sobras coletadas no dia anterior. Abaixo segue o exemplo dos calculos realizados
(Tabela 2).

Tabela 2. Exemplo do célculo para a regulacdo de consumo

Exemplo 1* Exemplo 2*
Manha 30,5 24
Tarde 30,5 24
Total 61 48
Sobras 7,98 1,45
valores fornecidos em kg.
Exemplo 1

Matéria natural (MN) fornecida no dia anterior: 65 kg
Sobras: 8,5 kg

8,5/65 =0, 1308
0, 1308 * 100 = 13,08% de sobras

Exemplo 2:
MN fornecida no dia anterior: 48 kg
Sobras: 1,45 kg



1,45/48 =0, 0302
0 0302 * 100 = 3,02% de sobras

No Exemplo 1, a quantidade de sobras foi superior a 10%, sendo
necessario reduzir a quantidade de MS a ser fornecida no proximo dia para
reduzir a porcentagem de sobras. Neste caso, fez-se uma reducéo de 1 kg de MS
total (volumoso + concentrado).

No exemplo 2, o animal ingeriu quantidade maior de racéo, reduzindo, por
consequéncia, a quantidade de sobras encontrada no cocho. Para evitar a
restricdo do consumo aumentou-se em 1 kg o fornecimento de MS total. Se os
valores de sobra observados estiverem muito abaixo ou acima dos valores limites
(5 e 10%), realizava-se adicdo de 2 ou mais quilos de MS na dieta. Nos dois
casos, procedia-se com a conversdo da MS em matéria natural por meio de
tabela levada ao campo.

Depois de ajustado o consumo de cada animal, pesava-se o concentrado e

o volumoso para os periodos da manha e da tarde (Figura 1).

N P 4o

Figura 1. Volumoso e concentrado fornecido aos animais.

A dieta da manha, apés pesada, era despejada diretamente no cocho e o
pesado para ser ofertado de tarde era colocado na frente de cada baia para ser
fornecido no as 13h00. Finalizada a pesagem do volumoso, dava-se inicio a
pesagem do concentrado, formulado com base em farelo de soja e milho,
mantendo a proporcdo de volumoso:concentrado de 60:40 na MS. Repetia-se o
procedimento utilizado para o volumoso, colocando um recipiente no cocho e

outro em frente a baia. Para finalizar a atividade de arragcoamento, misturava-se o



7

concentrado com o volumoso para obter uma mistura homogénea, evitando a
selecdo de ingredientes por parte do animal e a ocorréncia de problemas
metabolicos oriundos da elevada ingestdo de concentrado. Os animais fora de
experimentacdo recebiam o mesmo tratamento, porém, o ingrediente protéico do
concentrado foi o gréo de soja.

Sob pedido da coordenacdo do LPBL, a racdo utilizada para animais néo
experimentais era formulada com gréos de soja como ingrediente protéico. Seu
uso era justifico pela reducédo do preco total da dieta e como descrito por Barlleta
(2012), a utilizacdo deste alimento ndo afeta os parametros fisioldgicos e
produtivos de modo deletério, como producao de leite corrigido, teor e producao
de gordura e lactose, teor de proteina, ureia e nitrogénio uréico no leite.

Pode-se verificar que os procedimentos realizados estdo corretos, pois o
controle da quantidade fornecida de alimentos e do aditivo permite melhor
conhecimento do comportamento ingestivo do animal e a sua implicagdo na
resposta fisiolégica. Uma vez que conhecendo a qualidade da dieta fornecida,
pode-se determinar se o0 animal estd ingerindo os alimentos até atingir a
saciedade ou se a distensdo do rumen esta influenciando na quantidade de

alimentos ingeridos.

5.3. PESAGEM DA QUITOSANA

A quitosana, como descrito anteriormente, € um biopolimero natural
derivado da deacetilacdo da quitina, composto encontrado em abundancia na
carapaca dos crustaceos (Goiri et al., 2009a). Devido as caracteristicas
antimicrobianas com ac¢éo contra bactérias, fungos e leveduras (Fang et al., 1994)
e por ser atoxico e biodegradavel, o composto recebeu atencdo dos
pesquisadores, uma vez que a Unido Européia proibiu o uso de antibiéticos como
promotores de crescimento (Regulamentacdo 1831/2003/EC; Unido Européia,
2003).
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Figura 3. Quitosana embalagem de armazenamento (a) e no pote (b) durante a
pesagem para o fornecimento aos animais.

Previamente utilizado em ndo ruminantes por preconizar melhor
digestibilidade e desempenho (Huang et al., 2005), a quitosana passou a ser
testada em ruminantes, com objetivo de fornecer proteina (El Seed, 2003). Devido
sua taxa de degradacéo lenta, aliada com um tempo de colonizagao elevado (18
h) e & incapacidade de ser degradada no rimen, mostrou-se ineficaz. Goiri et al.
(2009b) ao testarem diferentes tipos de quitosanas em bovinos observaram que
houve influéncia na fermentacdo, ocasionando alteracdo da relacdo
acetato:propionato, favorecendo a relacdo com o aumento do propionato. Além
disso, a quantidade de metano foi reduzida, indicando modificagbes nas
propriedades fermentativas para rotas energeticamente mais eficientes. Araujo
(2010), ao avaliar dose/efeito de quitosana sobre novilhos Nelore, constatou que
houve melhora na digestibilidade total aparente da matéria seca e dos nutrientes
em comparacédo do tratamento controle (Q0) com o tratamento de maior dosagem
de quitosana (Q150), atingindo os valores para coeficiente de digestibilidade para
matéria seca (Q0=64,66% vs Q150=69,01%), matéria organica (Q0=66,66% vs
Q150=70,72%), proteina bruta (Q0=63,12% vs Q150=67,51%), carboidratos totais
(Q0=66,64% vs 70,70%), fibora em detergente neutro (Q0=56,62% vs
Q150=60,59%) e nutrientes digestiveis totais (Q0=68,07% vs Q150=72,10%)
além de manter os parametros energeéticos positivos, comprovando a acdo da
quitosana de desviar o metabolismo fermentativo para rotas mais eficientes.

O experimento acompanhado durante o estagio foi realizada objetivando

determinar a dose de quitosana mais adequada para alterar os parametros
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produtivos e fisiologicos de vacas leiteiras. Foi utilizado quatro doses de quitosana
(0, 75, 150 e 225 mg/kg de peso corporal) em um duplo quadrado latino 4 x 4,
com oito animais por quatro periodos de 20 dias cada, sendo 15 dias de
adaptacéo e 5 dias de coletas. Ao se multiplicar a dose de quitosana pelo peso
corporal (PC) do animal, obteve-se a quantidade diéria a ser fornecida por animal,
que foi dividida por dois para determinar a dose a ser fornecida nos periodos da
manha e da tarde. De modo a assegurar a ingestdo completa da dose fornecida, a
quitosana era pesada em sacos de papel e colocada diretamente no rimen. Para
assegurar que a dose fosse mais préxima do PC real do animal, realizava-se a
pesagem dos animais nos dias 1, 7 e 14 do periodo experimental e entdo

adequava-se corrigia a dose utilizada(Tabela 2).

Tabela 2. Dosagem de Quitosana por tratamento

Animais pct TTo? Qnd. de2 Manh&? Tarde?
quitosana

1 689 225 155,0 77,5 77,5
2 698 0 0 0 0

3 690 75 51,8 25,9 25,9
4 692 150 103,8 51,9 51,9
5 593 225 133,4 66,7 66,7
6 638 150 95,7 47 .9 47,9
7 735 0 0 0 0

8 606 75 455 22,7 22,7

'PC: peso corporal em kg,.” TTO: tratamento (TO; T75; T150 e T225 mg/kg de PC) , em g.

O controle do peso corporal dos animais € necessario, pois, como a acao
da quitosana € similar a monensina soédica, a utilizacdo de quantidades elevadas
pode influenciar negativamente nas analises a serem realizadas. Como o objetivo
€ avaliar a dose de quitosana e seus efeitos nos parametros fisioldgicos e
produtivos do animal, a sub ou superdosagem deste composto influenciaria nos
resultados obtidos neste experimento justificando, portanto, a realizacdo das

diversas pesagens ao longo do periodo experimental.

5.4. PREPARO E PESAGEM DAS RACOES EXPERIMENTAIS
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As ragbes utilizadas no LPBL eram formuladas de acordo com a
necessidade de cada experimento e de acordo com a idade dos animais,
separados em lotes para facilitar o manejo.

O Campus da USP de Pirassununga dispde de fabrica de racao (Figura 5),
responsavel pela preparacdo de todas as racBes utilizadas nos setores da
Universidade. Para obter o melhor controle das pessoas que tém acesso a

fabrica, cada setor preparava as racdes semanais em dia fixo da semana.

Figura 5. Fabrica de racédo da USP i Campus Pirassununga.

Os encarregados deste preparo realizavam a pesagem dos micro-
ingredientes e nucleos a serem utilizados (Figura 6). Os macroingredientes eram
pesados automaticamente na sala de comando e adicionados no misturador. Os
microingredientes eram adicionados manualmente no misturador, com capacidade

maéaxima total de 250 kg.



Figura 6. Separacao dos ingredientes (a) e misturas prontas para preparo (b).

A alimentacdo dos animais era realizada por equipes, sendo cada uma
responsavel por um free-stall. Para os outros animais do setor, a alimentacéo era
fornecida pelos funcionarios, mas pesadas por estagiario, designado como
responsavel técnico, encarregado de pesar o concentrado e verificar a quantidade
deste a ser solicitada para preparo. As categorias eram separadas em lotes
(Figura 7) de acordo com faixa etéria, facilitando o arragoamento. Cada categoria
(novilhas, vacas secas e bezerras) era alimentada com concentrado especifico, e
era realizada constante observacdo do lote para evitar desperdicio ou falta de
alimento para os animais. Esta quantidade era adicionada em sacos e numerada
de acordo com a numeracéao do lote. O volumoso era fornecido manualmente com
a ajuda da carreta acoplada ao trator.

Como a necessidade de nutrientes € diferente em cada estagio de
desenvolvimento animal, a utilizacdo de varias formulacdes fornece controle mais
preciso do aporte de nutrientes a cada categoria. Como no lote de bezerros, o
animal esta em um periodo de transicdo de ndo ruminante para ruminante
(Church,1988) o correto fornecimento de alimentos com qualidade e na
guantidade adequada permite o desenvolvimento corporal adequado em menor
tempo.

Para as novilhas deve-se fornecer uma ragdo que atenda as necessidades
de manutencdo e de reproducdo, de modo que esta se inicie no menor tempo
possivel, reduzindo o tempo para inicio de gestacdo e consequente producdo de

leite, que € o objetivo do setor de bovinocultura.
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Figura 7. a)Lotes bezerros, b) lotes novilhas, c) lotes vacas secas e d) lotes

alojados no free-stall.

5.5. PESAGEM DO INDICADOR E COLETA DE FEZES

Para o indicador estar presente na coleta de fezes, era adicionado diariamente do
10° ao 19° dias do periodo experimental. Eram pesados 15 g de 6xido de cromo,
acondicionado em sacos de papel e adicionados diretamente no rimen (via

fistula), juntamente com a quitosana (Figura 8).
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Figura 8. a) Oxido de cromo e quitosana pesados b) adi(;éb via intraruminal
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A coleta de fezes com O6xido de cromo é realizada para a obtencdo de
amostras que, apos processadas, indiguem a quantidade de nutrientes eliminados
pelo animal e permitindo a estimativa total de fezes.

A coleta de fezes foi realizada nos dias 17, 18 e 19 do periodo
experimental, duas vezes ao dia, as 8h00 e as 14h00. Coletavam-se as amostras
de fezes diretamente do reto, com o0 auxilio de sacos plasticos até obter
guantidade aproximada de 100 g sendo estas, posteriormente, identificadas e

acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer em temperatura

de -20 °C até o dia do processamento (Figura 9).

P
Figura 9. Coleta de fezes
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Para o célculo de digestibilidade, optou-se indicadores externos sendo que
estas substancias externas sdo consideradas eficientes nas mensuracdes de
fluxo fecal e omasal e na estimativa da ingestdo de matéria seca (Maeda, 2011).

Este método indireto de mensuracdo possui variacbes nas técnicas
utilizadas. O protocolo mais usual preconiza a adicédo de determinada quantidade
de indicador duas vezes ao dia, durante dez a quinze dias do periodo
experimental, e coleta das fezes nos ultimos trés a cinco dias do fornecimento do
indicador, também duas vezes ao dia. Entretanto o uso de duas aplicacées néo
garante a precisdo na avaliacdo de consumo de MS. Soares et al. (2004) ao
testarem as metodologias com o éxido cromo e o método direto nas estimativas
de digestibilidade, producdo fecal e consumo de MS de vacas em lactacao,
constataram superestimacdo de 9,25% do consumo de MS ao ser utilizada a
técnica do 6xido crdmico, mesmo com este sendo adicionado duas vezes ao dia.

Em funcdo do estresse, principalmente em bovinos de corte nos
momentos de coleta, a realizacdo do procedimento como descrito € dificultada.
Por isso, utiliza-se somente uma dose de indicador diaria nesses animais. Aliado
a isso, Kozloski et al. (2006) constataram que a producado fecal em pastejo pode
ser estimada com a ajuda do cromo, sendo este utilizado somente uma vez ao dia
no periodo da tarde, com a realizacdo de duas amostragens no dia, corroborando
com a utilizacdo de uma unica dose diaria de 6xido de cromo.

A realizacdo de coletas no mesmo horario nos trés dias de coletas nao
considera o efeito de horério, influenciando assim na composi¢do da amostra. O
adequado seria utilizar diferentes horarios no periodo de coleta, para se obter
uma melhor representatividade da composicdo da amostra coletada, como, por
exemplo, dia 1 (8h00 e 14h00) dia 2 (10h00 e 16h00) e dia 3 (12h00 e 18h00).

5.6. COLETA DE URINA

Ao se avaliar o balango de nitrogénio (N), é necessario além de realizar a
coleta de fezes, a coleta de urina, ja que também é perdido N por essa via de
excrecao.

Nos dias 16 e 17 do periodo experimental, procedeu-se com a coleta de
amostras de urina, uma vez por dia as 12h00, coletando-se amostra

representativa da urina do animal (aproximadamente 100 mL) para as analises
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posteriores. A urina foi colocada em pote plastico previamente limpo e identificado
com a numeracao do animal, que era estimulado externamente (massagem do
clitéris) até a liberacdo da urina. Depois de atingida a quantidade desejada, a
mesma era levada até o laboratério para preparacdo das subamostras destinadas
a cada analise especifica, como alantoina e creatinina.

No laboratorio, a amostra inicial era filtrada para limpar qualquer impureza
remanescente que possa interferir a analise. Preparavam-se dois potes para cada
animal: o primeiro recebia a urina sem diluicdo, mas tinha adicdo de 1mL de

H,SO, para cada 50 mL de urina, para a realizacdo da analise de N total (Figura

11 A), e o segundo pote para analise posterior de acido Urico, sendo diluida 10 mL
de urina em 40 mL de H,SO4 a 0,036 N.

Figura 10. a) Potes para anélise de N total e b) Acido drico.

Chen & Gomes (1992) demonstraram o método de excre¢do de derivados
de purina, considerando que o fluxo duodenal de acidos nucléicos é,
predominantemente, de origem microbiana e, apds digestdo intestinal dos
nucleotideos de purinas, as bases nitrogenadas adenina e guanina sao
catabolizadas e excretadas na urina, sendo a principal alantoina, mas também
xantina, hipoxantina e acido urico.

A alantoina e o &cido Urico constituem 98% dos derivados de purinas
excretados na urina, uma vez que, a xantina e a hipoxantina sdo convertidas a

acido urico por agdo da xantina oxidase (Renno et al., 2000).
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A creatinina é derivada da creatina, sendo formada pela remoc¢édo da agua
da creatina-fosfato, originada do tecido muscular (Harper et al., 1982). A
creatinina, por ndo ser necessaria ao corpo, € excretada em elevadas
guantidades pelos rins. Como sua excrecao € proporcional ao peso do animal e
com concentragdo constante ao longo do dia, pode ser utilizada para estimar o
volume diario de urina excretada de um animal com peso conhecido.

Desta forma, a analise da urina para identificacdo de creatinina e
posteriormente alantoina e acido Urico é justificada, sendo realizada de forma

adequada para obtencao da excrecédo diéria total de urina e derivados de purinas.

5.7. COLETA DE SANGUE

A coleta de sangue foi realizada no 16° dia do periodo experimental.
Coletaram-se as amostras de sangue de cada animal antes do fornecimento do
alimento do periodo matutino (6h00), por puncdo da artéria coccigea utilizando
tubos vacuolizados (vacutainer) de 10 mL para a dosagem dos parametros
sanguineos glicose, colesterol HDL, proteinas totais, albumina, uréia e nitrogénio
uréico.

Os tubos foram imediatamente refrigerados e centrifugados a 3000
rotagbes por minuto, por 10 minutos para separagdo do soro do plasma (Figura
11). O centrifugado resultante foi transferido para tubetes plasticos previamente
identificados, e entao refrigerados a -20°C para posteriores analises.

Figura 11. a) Amostras de sangue no vacutainer e b) tubetes para refrigeracao.
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Ao utilizar novo alimento ou aditivo, € necessario conhecer o efeito nos
parametros ruminais e também a resposta destes compostos no metabolismo
animal. Para este conhecimento, a analise do perfil sanguineo se torna importante
ferramenta, pois permite avaliar a toxicidade dos aditivos alimentares (Langston et
al., 1985).

A ureia € sintetizada no figado em quantidades proporcionais a
concentracdo da amonia ruminal e sua concentragdo no sangue esta relacionada
aos niveis na racdo e relacao energia/proteina da dieta (Wittwer et al., 1993). Ao
avaliar o efeito da monensina no metabolismo energético de vacas no inicio de
lactacdo, Duffield et al. (1998) constataram que houve aumento na concentracao
de glicose circulante no sangue, bem como da ureia podendo ser indicativo de
reducdo na eficiéncia de utilizacédo da proteina da dieta.

Como parte da proteina que chega ao rumen se transforma em amdnia
para ser utilizada pela microbiota ruminal na formacao de proteina microbiana, se
houver excesso de proteina ou falta de carboidratos ndo ocorrera a sincronizacao
da amodnia com a sintese microbiana. O excesso de amdnia sera absorvido pela
parede ruminal, entrando na circulagdo sanguinea e sendo levado ao figado, onde
é transformado em ureia que, também, ficard na corrente sanguinea, sendo parte
reciclada pelo ramen e parte eliminada via urina.

O propionato, ao ter sua concentracdo aumentada no riamen, resultara no
aumento da glicose presente no sangue, por ser seu precursor (Maas et al.,
2001). Como a quitosana e os ionéforos reduzem a quantidade de acetato e eleva
a quantidade de propionato, a quantidade de glicose encontrada no sangue atua

como indicador dos processos fermentativos.

5.8. COLETAS DE LEITE

Foram coletadas amostras de leite entre 0 16 e 18° dias do periodo
experimental, por meio de amostrador acoplado na ordenhadeira automatica,
sendo realizadas nas ordenhas da manhé e da tarde e misturadas até obtencao
de 100 mL de leite, acondicionados em potes plasticos previamente identificados
(Figura 122 e b).
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Depois de realizada a coleta do dia, as amostras eram levadas ao
laboratério para analise no aparelho Lactoscan® (Figura 12c), que fornecia os

resultados de gordura, densidade, lactose, solidos, proteina total e agua.

Lt

Results:

F= 4.56 S= 8.63
p=30.86 P= 3.17
L= 4.75 W= 0.80 '8

Figura 12. a) Amostras de leite e b) pote identificado e c) aparelho Lactoscan®.

Silva (2006) ao avaliar o efeito do processamento de gréos de linhaca
adicionados ou ndo de monensina sobre os parametros quali e quantitativos do
leite, constatou que os tratamentos sem a adicdo de monensina apresentaram
maior producado de leite corrigido para 3,5% de gordura. Como a gordura do leite
tem como precursor o acetato e a monensina atua diminuindo a relagéo acetato:
propionato, o teor de gordura presente no leite sofre reducéo, juntamente com a
porcentagem de solidos totais. Tais observacdes também foram encontradas por
Eifert et al. (2005), que verificaram, além da reducéo do teor de gordura, aumento
na quantidade de proteina no leite.

A amostragem do leite durante o experimento como uma variavel resposta
foi importante e um procedimento correto, pois ao realizar a adicdo de um novo
alimento ou aditivo na dieta de vacas leiteiras, se faz necessario conhecer o seu
efeito na composicdo do leite, uma vez que este é o produto principal almejado
pelos produtores de leite, portanto, devem apresentar qualidade.

A amostragem do leite como variavel resposta foi importante e procedida
corretamente, pois as alteracdbes que podem ocorrer nas caracteristicas
qualitativas no leite podem influenciar sua comercializacdo, podendo inviabilizar a

utilizacao deste aditivo.

5.9. COLETAS DE LiQUIDO RUMINAL

As coletas de liquido ruminal foram realizadas no 20° dia do periodo

experimental, em cinco pontos no rimen, sendo trés superiores (cranial, medial e
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caudal) e dois inferiores (cranial e caudal), realizadas as 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12
horas apos a alimentagdo matinal. As amostras coletadas foram homogeneizadas
para a extracdo do liquido ruminal, no qual era imediatamente mensurado o pH.
Nos horéarios 4 e 8 h, coletava-se a parte solida do contetdo ruminal juntamente

com duas partes da fragcdo liquida para extracdo de RNA (Figura 13).

Figura 13. a) Separacao das fracdes solidas e liquidas e b) leitura de pH.

Dependendo da composicdo do alimento, ha alteragdo na producdo dos
acidos graxos volateis acetato, propionato e butirato. Em uma dieta com maior
teor de carboidratos fermentaveis, como o amido, por exemplo, haveria maior
quantidade de acido propidnico. Se a alimentagdo possuir maior quantidade de
fibras, como na alimentacdo baseada em forragem, a relagdo acido propidnico:
aceético sofrera alteragcdo em favor do acético. Entretanto, a quantidade de metano
produzida também se eleva e como este composto pode representar entre 6 e
18% da energia bruta da dieta que sera perdida fermentacdo (Pedreira &
Primavesi, 2006).

Ao avaliar o efeito da quitosana e da monensina na fermentac¢éo in vitro
pela técnica de simulagcdo de rumen (Rusitec®) usando dieta com relacdo
volumoso:concentrado de 50:50, Goiri et al. (2009c) observaram aumento na
quantidade molar de propionato para ambos aditivos (22,4 mmol/d para o
tratamento controle, 31mmol/d para a monensina e 38,3mmol/d para baixa dose

de quitosana) mas a quitosana elevou as concentracdes de propionato em 21%



