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CARAMALAC, L.S. Estimativas de consumo de bovinos a pasto utilizando caulim como
indicador fecal, 2021. 78 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

Resumo: Artigo 1: Muitos marcadores apresentam certas limitagdes de uso, e nesse contexto o
caulim ¢ um possivel marcador com aplicabilidade, pois apresenta caracteristicas aceitaveis.
Sua quantificagdo ¢ realizada indiretamente através do aluminio presente no composto, € o teor
do mesmo, determinado pelo método analitico colorimétrico com aluminon. Atualmente,
pesquisas em nutrigdo animal tem apresentado informacgdes interessantes, porém, falhas na
metodologia analitica do composto tem apresentado resultados ndo satisfatorios. Uma
alternativa eficaz, ¢ o método de digestao acida com mistura nitroperclorica associado ao acido
fluoridrico. Assim, a busca por novas metodologias acessiveis, praticas, de baixo custo que
promove resultados acurados, precisos e robustos para a quantificagdo do teor de Al no caulim,
se faz necessario diante desse cenario. Artigo 2: Nos testamos um novo procedimento analitico
quantificativo de extracdo de Al em caulim e comparamos os resultados com amostras
analisadas pelo método colorimétrico aluminona e leitura por espectroscopia de emissao dptica
com plasma acoplado indutivamente. Por meio do novo procedimento, amostras puras de
caulim e fezes, e/ou misturadas foram digeridas em mistura 4cida nitropercldrica, apos,
acrescentado 4cido fluoridrico e quantificadas por espectrofotometria de absor¢do atdomica.
Conclui-se que o procedimento analitico proposto pelo estudo foi acurado e robusto quanto a
extracdo de Al de amostras de fezes bovina com caulim. Artigo 3: No Exp. 1, buscou-se
substituir o diéxido de titdnio pelo caulim, fornecidos via oral, como marcadores fecais,
enquanto se utilizou o 6xido cromico como marcador do consumo de suplemento. Foram
realizados trés ensaios sequenciais, sendo que em cada ensaio utilizou-se quatro garrotes Nelore
inteiros, que receberam individualmente e simultaneamente 20 g de TiO> e 80 g de
caulim/animal via oral, 2,0 kg de suplemento contendo 1% de 6xido cromico. Afim de avaliar
a diferenga das avaliacdes nutricionais entre diferentes horarios de coleta de fezes foram
coletadas fezes em dois horarios (08hOOmin e 16h00Omin), apds realizada uma amostra
composta destes. Nao foram verificadas diferencas significativas (P=0,7976) na determinagao
da excrecdo fecal quando determinados pelos marcadores externos didxido de titanio e caulim,
e comparados entre eles. Quando foram comparados os resultados finais por meio de coletas de
fezes em diferentes horarios, nao foi verificado efeito significativo entre os valores estimados.
Conclui-se que o caulim foi capaz de estimar a excrecdo fecal de bovinos de corte a pasto, e o
manejo de coleta de fezes realizada uma vez ao dia ¢ suficiente para estimar as avaliagdes
nutricionais dos mesmos. No Exp. 2, avaliou-se a possibilidade de substituir o diéxido de titdnio
pelo caulim, fornecidos via suplemento, como marcadores de excre¢do fecal em bovinos de
corte a pasto (4 garrotes/estudo; 360 dias de idade). Observou-se que o caulim apresentou
resultados superiores (P < 0,0002) ao estimado pelo TiO2 (2,70 e 5,25 kg/d, respectivamente;
EPM = 0,357). Conclui-se que o fornecimento via suplemento do marcador externo caulim, ndo
permitiu a estimativa de excrecdo fecal de garrotes. Artigo 4: Foram realizados dois
experimentos simultdneos para avaliar a substituigdo do LIPE® como estimador da excreg¢do
fecal, e do 6xido cromico como estimador do consumo de suplemento por Caulim (Exp. 1) e
didxido de titdnio (Exp. 2). Foram utilizados doze garrotes Nelore (4 garrotes/tratamento; 233
+ 6,2 kg de PC). Os animais foram distribuidos em um delineamento de quatro quadrados
latinos 3 x 3 simultaneos. Concluiu-se que os marcadores externos caulim e TiO2, foram capazes
de estimarem a excrecao fecal e os consumos de matéria seca de bovinos de corte a pasto.

Palavras-chave: aluminio, ingestdo diaria, excrecao fecal



CARAMALAC, L.S. Intake estimates of cattle grazing using kaolin as a fecal marker, 2021.
78 . Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
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Abstract: Manuscript 1: Many markers have limitations, kaolin is a possible intake marker with
applicability, because it has acceptable physical and chemical characteristics. The
quantification is performed indirectly by aluminum present in the substance, and determined
by colorimetric method with aluminon. Currently, research in animal nutrition has presented
interesting information, however, flaws in the analytical methodology of kaolin have shown
unsatisfactory results. An effective alternative is nitroperchloric acid digestion associated with
hydrofluoric acid. So, research for new practical and low-cost methodologies that present
accurate and robust results is still necessary. Manuscript 2: We tested a new Al extraction
analytical procedure in kaolin samples and compared the results with samples analyzed by the
aluminon colorimetric method and reading by optical emission spectroscopy with inductively
coupled plasma. The samples were digested in a nitroperchloric acid mixture associated with
hydrofluoric acid, and quantified by atomic absorption spectrophotometry. Therefore, the
analytical procedure proposed by the study was accurate and robust regarding Al extraction
from samples of cattle feces with kaolin. Manuscript 3: Exp. I The objective was to replaced
titanium dioxide with kaolin, supplied orally, as fecal markers, while chromic oxide was used
as a marker of supplement intake. Three sequential trials were conducted, and in each trial used
four Nelore steers, which received individually and simultaneously 20 g TiO2 and 80 g
kaolin/animal orally and 2.0 kg of supplement containing 1% chromic oxide. To evaluate the
difference between different times of collection of feces were collected feces at two times
(08:00 am and 16:00 pm), after performing a composite sample of these. There were no
significant differences (P=0.7976) in the determination of fecal excretion when determined by
the external markers titanium dioxide and kaolin. When the final results were compared by
collecting feces at different times, there was no significant effect between the estimated values.
It was concluded that kaolin was able to estimate the fecal excretion of beef cattle on pasture,
and the management of collecting feces once a day is sufficient to estimate the nutritional
evaluations of them. In Exp. 2, we evaluated the possibility of replacing titanium dioxide with
kaolin, supplied via supplement, as markers of fecal excretion in beef cattle grazing (4
steers/study; 360 days of age). It was observed that kaolin showed superior results (P < 0.0002)
to that estimated by TiO2 (2.70 and 5.25 kg/d, respectively). Concluded that the supply via
supplement of the external marker kaolin, did not allow the estimation of fecal excretion of
calves. Manuscript 4. Two simultaneous experiments were performed to evaluate the
substitution of LIPE® as an estimator of fecal excretion, and of chromic oxide as an estimator
of supplement intake by kaolin (Exp. 1) and titanium dioxide (Exp. 2). Twelve Nelore steers
were used (4 steers/treatment; 233 + 6.2 kg of BW). Thus, the external markers kaolin and
TiO2, were able to estimate the fecal excretion and dry matter consumption of beef cattle to
pasture.

Keywords: aluminium, daily intake, fecal output
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INTRODUCAO

Considera-se a avaliagdo de consumo de matéria seca (CMS) o papel de maior relevancia
na nutricdo animal, porém em sistemas de produ¢do a pasto a determina¢do do CMS torna-se
complexa, pois existem diversos fatores que o influenciam, como aqueles relacionados com a
pastagem (morfologia da forragem, a estrutura do dossel forrageiro), e aqueles relacionados ao
animal (estado fisioldgico, sanitario e desempenho) (Jardsted et al. 2018; Davis et al. 2014).

Existem diversos métodos para a avaliacdo do CMS de animais a pasto (Van Soest 1994),
mas a medida por meio da estimativa de excre¢do fecal e digestibilidade de matéria seca sdo as
mais utilizadas, e tem sido feita com a utilizagdo de marcadores externos e/ou internos.

Os marcadores sdo substancias indigestiveis, utilizadas como monitores quimicos e
fisicos em processos digestivos e metabolicos (Owens & Hanson 1992). No entanto, como
todos os marcadores em uso ainda apresentam limitacdes (Wang et al. 2017; Rodrigues et al.
2010), a busca por novas substancias se justifica.

Como alternativa destaca-se o caulim, possivel marcador externo que apresenta
propriedades favoraveis para estimar o consumo e excrecdo fecal diaria dos animais, pois se
trata de um mineral cujas caracteristicas evidenciam possibilidade de uso. Este composto
mineral ¢ inerte em ampla faixa de pH (3 a 9), fécil dispersdo, baixa condutividade térmica e
elétrica, pouca abrasividade, apresentar baixo custo e sua determinacdo ¢ realizada de forma
indireta por meio de elementos ndo absorvidos pelo organismo animal, como o aluminio
(Trckova et al., 2009).

O teste colorimétrico da aluminona associado a quantificagdo por meio do Plasma por
Acoplamento Indutivo — Espectrofotometria de Emissdo Otica (ICP-OES), tem sido o principal
método utilizado para quantificar o teor de Al (Korn et al., 2007; Brauner et al., 1966). No
entanto, a técnica exposta ¢ considerada invidvel, pois além da demanda de grandes quantidades
e diversidades de reagentes para as andlises, sdo requeridos equipamentos especificos e
onerosos. Recentemente, resultados apresentados por Oliveira et at al. (2018) evidenciam que
o problema do uso do caulim ainda reside na metodologia analitica de extracdo e quantificagdo
deste marcador. Objetivou-se com essa tese propor um procedimento analitico de extracdo do
Al em amostras de fezes de garrotes nelore a pasto, que receberam caulim como marcador

externo de excrecao fecal e consumo de suplemento.
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Caulim como marcador de consumo de suplemento e excrecao fecal de

bovinos a pasto
Kaolin as supplement intake marker and fecal excretion of the cattle grazing
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consumo de suplemento e excre¢ao fecal de bovinos a pasto".
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Dr Francisco Javier Navas Gonzéalez (EDITOR-IN-CHIEF). Aceito em: 15/09/2020
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Resumo

Esta revisdo de literatura teve como objetivo abordar de forma sucinta o uso de caulim como
marcador externo na estimativa de consumo de matéria seca de suplemento e excrecao fecal
bovinos a pasto. Muitos marcadores apresentam certas limitacdes de uso, € nesse contexto o caulim
¢ um possivel marcador com aplicabilidade, pois apresenta caracteristicas aceitdveis. Sua
quantificagdo ¢ realizada indiretamente através do aluminio presente no composto, € o teor do
mesmo, determinado pelo método analitico colorimétrico com aluminon. Atualmente, pesquisas
em nutricdo animal tem apresentado informacdes interessantes, porém, falhas na metodologia
analitica do composto tem apresentado resultados ndo satisfatérios. Uma alternativa eficaz, ¢ o
método de digestdo acida com mistura nitroperclérica associado ao acido fluoridrico. Assim, a
busca por novas metodologias acessiveis, praticas, de baixo custo que promove resultados
acurados, precisos e robustos para a quantificacdo do teor de Al no caulim, se faz necessario diante
desse cendrio.

Summary

The objective was describing the use of kaolin as an extern marker in the dry matter supplement
intake and fecal output of cattle grazing. Many markers have limitations, kaolin is a possible intake
marker with applicability, because it has acceptable physical and chemical characteristics. The
quantification is performed indirectly by aluminum present in the substance, and determined by
colorimetric method with aluminon. Currently, research in animal nutrition has presented
interesting information, however, flaws in the analytical methodology of kaolin have shown
unsatisfactory results. An effective alternative is nitro perchloric acid digestion associated with
hydrofluoric acid. So, research for new practical and low-cost methodologies that present accurate
and robust results is still necessary.

Introduciao

Considera-se a avaliacdo de consumo de matéria seca (CMS) o papel de maior relevancia na
nutricdo animal (Berchielli et al. 2011) e determinar de forma precisa e acurada essa estimativa
pode apontar o nivel de nutrientes ingeridos, consequentemente melhorar o desempenho animal
(Jardsted et al. 2018; Davis et al. 2014; Souza et al. 2015) e minimizar o impacto ambiental (NRC
2001).

Porém, em sistemas de produgdo a pasto a determinacdo do CMS torna-se complexa, pois
existem diversos fatores que o influenciam, como aqueles relacionados com a pastagem
(morfologia da forragem, a estrutura do dossel forrageiro), e aqueles relacionados ao animal
(estado fisiologico, sanitario e desempenho) (Jardsted et al. 2018; Davis et al. 2014; Souza et al.
2015 Reis & Silva 2006).

Com o objetivo de reduzir esses efeitos, € necessario estabelecer determinados critérios na escolha
da metodologia a ser aplicada em situagdes especificas para obtencdo de resultados validos.

Existem métodos para a avaliagdo do CMS de animais a pasto (Valadares & Marcondes
2009; Kozloski et al. 2006; Van Soest 1994; Horn et al. 1979), porém a medida por meio da
estimativa de excre¢do fecal e digestibilidade de matéria seca sdo as mais utilizadas, e tem sido
feita com a utilizacdo de marcadores externos e/ou internos.



121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

132

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164

Os marcadores sdo substancias indigestiveis, utilizadas como monitores quimicos e fisicos
em processos digestivos e metabolicos (Owens & Hanson 1992). No entanto, como todos os
marcadores em uso ainda apresentam limitagdes (Wang et al. 2017; Rodrigues et al. 2010;
Glindemann et al. 2009), a busca por novas substancias se justifica.

Como alternativa destaca-se o caulim, possivel marcador externo que apresenta propriedades
favoraveis para estimar o consumo e excre¢do fecal didria dos animais, pois se trata de um mineral
cujas caracteristicas evidenciam possibilidade de uso. Este composto mineral ¢ inerte em ampla
faixa de pH (3 a 9), facil dispersdo, baixa condutividade térmica e elétrica, pouca abrasividade,
além de apresentar baixo custo (Silva et al. 2007).

Essa revisdo propde descrever de forma sucinta o uso de caulim como marcador na
estimativa de excrecdo fecal e consumo de matéria seca de suplemento de bovinos a pasto.

Revisao de literatura

Determinagdo do consumo de matéria seca de animais a pasto

Existem métodos diretos e indiretos para a determina¢do do CMS de animais sob sistema de
pastejo, tais como: método de diferenga de peso dos animais e/ou da forragem, avaliagdo do
comportamento ingestivo dos animais, além do uso de coleta de fezes para a determinagdo da
digestibilidade da matéria seca (Valadares & Marcondes 2009; Berchielli et al. 2006; Kozloski et
al. 2006; Van Soest 1994; Horn et al. 1979).

Entre estes, as medidas indiretas por meio das estimativas de excre¢do fecal (EF) e
digestibilidade aparente da matéria seca (DMS) sdo o as mais utilizadas. E, segundo Cavalcanti et
al. (2013) a jung¢do dessas informagdes acuradas, permite estimar o CMS do animal. Podendo ser
calculada pela Equacao [1].

CMS (kg/dia) = [EF / (1-DMS) ] Eq. [1]

A estimativa de EF pode ser obtida por meio da coleta total de fezes, exigindo que os animais
a pasto sejam munidos de bolsas coletoras presas ao corpo (Schneider & Flatt 1975). Porém, essa
técnica pode causar desconforto ao animal e consequentemente, modificar o comportamento
ingestivo, ou seja, alterar o consumo de alimento.

Como alternativa, a estimativa de EF tem sido feita com a utilizagdo de substancias
oferecidas aos animais, chamadas marcadores (Van Soest 1994). Essas estimativas sdo obtidas a
partir da relacdo entre a quantidade do marcador fornecido diariamente ao animal e sua
concentragdo nas fezes (Sampaio et al. 2011).

Ja a determinagdo da DMS ¢ realizada pela diferenca entre a quantidade de nutriente
consumido e excretado nas fezes (Marais, 2000). No entanto, como em sistema de pastejo ndo ¢
possivel a coleta total de fezes, a estimativa da DMS pode ser obtida por meio de técnicas de
desaparecimento da matéria seca in vitro e in situ (Cavalcanti et al. 2013; Berchielli et al. 2006;
Van Soest et al. 1991; Orskov et al. 1980).

A técnica in vitro por outro lado, torna-se inviavel em algumas situagdes, assim, o0 método
in situ, por meio do uso de marcadores internos, possibilita a estimativa da DMS (Cavalcanti et al.
2013).

Marcadores de consumo
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Os marcadores sdo substancias indigestiveis, geralmente de facil determinagdo, utilizadas
como monitores quimicos (hidrolise e sintese) e fisicos (fluxo) em processos digestivos e
metabolicos (Ownes & Hanson 1992). De acordo com os autores, essas substancias sdo usadas
rotineiramente para estimar o fluxo da digesta e a excre¢do fecal dos animais, e comparada com
procedimentos invasivos (bolsas coletoras), minimizam a interferéncia nos padrdes de
comportamento dos animais, como o pastejo.

Existem marcadores externos (incluidos no alimento ou fornecido diretamente no trato
digestivo) e/ou internos (presente naturalmente na dieta) (Van Soes 1994). No entanto, ha
limitacdes no uso dos marcadores separadamente, sendo os externos ndo se comportam como
particulas da dieta, e quando aderidos a sua por¢ao fibrosa podem alterar algumas caracteristicas
quimicas e fisicas (como a gravidade especifica), e a utilizagdo exclusiva de marcadores internos
resulta em variabilidade nas estimativas de consumo (Rodriguez et al. 2006).

Uma alternativa que vem sendo utilizada ¢ a associagdo desses marcadores, permitindo assim
estimativas necessdrias para o calculo do CMS em animais a pasto (Kozloski et al. 2006; Van
Soest 1994). Ou seja, a EF ¢ comumente determinada a partir do marcador externo, enquanto o
interno permite a obtencdo da DMS (Oliveira et al. 2012; Berchielli et al. 2006; Cochran et al.
1986). Podendo ser estimadas pelas Equacao [2] e [3].

EF (kg/dia) = {[OFmarcador * (Concmarcador/looo)] /FZmarcador} Eq [2]

Onde, OFmarcador € @ quantidade diaria oferecida do marcador externo ao animal (g/d),
Concmarcador € @ concentracdo do marcador oferecido (g/kg), € FZmarcador € @ concentracdo do
marcador externo nas fezes (g/kg).

DMS (%) = {100 - [100 * (DTmarcador.intemo/ FZmarcador.interno)]} Eq [3]

Onde, DTmarcadorinteno € @ concentragdo do marcador interno na dieta total (g/kg), e
FZmarcador.interno € @ concentragdo do marcador interno nas fezes (g/kg).

Segundo Mayes et al. (1986) para ser considerado um marcador ideal, a substancia deve
apresentar algumas propriedades como ndo ser tdxico, ndo ter funcdo fisioldgica, ndo ser
metabolizado, ser recuperado totalmente a partir do trato digestivo, ndo influenciar a motilidade e
secrecOes intestinais, deve fluir de forma similar ao material marcado, além de ter um método de
determinagdo fécil e preciso.

Dentre os marcadores externos mais utilizados na determinacdo do CMS de suplemento de
ruminantes em pastejo, destaca-se o 6xido crémico (Cr203) (Ferreira et al. 2009). Em geral, este
composto natural estd presente no ambiente e ¢ utilizado em processos industriais, como também
podem ser usados como micronutrientes e suplementos alimentares (Wang et al. 2017). As
vantagens de sua utilizagdo estdo relacionadas a facilidade de incorporacdo a dieta, procedimentos
analiticos simples, estimativas satisfatorias do CMS de bovinos a pasto, além de permitir a
administracdo por meio da suplementacdo, facilitando o manejo e diminuindo o estresse causado
nos animais (Ribeiro et al. 2018; Morenz et al. 2006; Oliveira et al. 2004).

Contudo, existem limitagcdes ao se optar pelo Cr2O3 como irregularidade de excrecdo ao
longo do dia, taxa de passagem mais rapida pelo rimen que o material fibroso, além de grandes
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quantidades desse marcador poder acarretar em contamina¢do ambiental por ser um metal pesado
(Kozloski et al. 2006; Van Soest 1994; Mir et al. 1989).

Em estudos com monogastricos, mas especificamente em equinos, Lanzetta et al. (2009)
observaram que o uso de Cr.O3 ndo apresentam estimativas de digestibilidade de nutrientes
adequadas. De acordo com os autores, este fato ocorre devido a baixa taxa de recuperacao fecal
que o marcador apresenta, com isso, como os dados de EF sdo subestimados a DMS dos nutrientes
sdo superestimadas, tornando-se o uso desse marcador limitado para algumas espécies de animais.

Dentre as limitagdes encontradas ao se usar o Cr203; como marcador de consumo, a mais
séria e importante se da por esse composto ser um metal pesado e toxico, podendo causar danos a
saude humana (Wang et al. 2017). Mesmo ainda sendo incerto que o Cr20O3 ¢ considerado um
composto cancerigeno, o fato ¢ que esta substancia necessita ser encaminhada a um laboratorio e,
para que seja quantificada ¢ preciso um processo de digestdo 4cida das amostras. Com isso, 0
Cr203 (verde) ¢ oxidado e transformado em Cr2Os (amarelo-laranja) (Souza et al. 2012; Silva &
Queiroz 2002). Este composto formado ap6s a digestdo ¢ considerado 100 vezes mais toxico que
o Cr (verde), assim a exposi¢ao ocupacional a altas concentragdes de Cr (amarelo-laranja) podem
gerar diversos problemas respiratorios, tornando-se um grande risco para cancer de pulmao (Wang
etal. 2017).

Outro marcador usado com frequéncia nos estudos de nutrigdo animal capaz apresentar
resultados semelhantes ao Cr2O3 quanto a estimativas de DMS, EF e CMS de animais a pasto ¢ o
dioxido de titanio (TiO»).

O uso de TiO; apresenta grandes vantagens sobre o Cr203, pois além do fato de que ele ¢
permitido legalmente ser adicionado ao alimento, ¢ um p6 com coloragdo branca sem odor ou
sabor, nao influenciando o consumo do mesmo quando fornecido aos animais por meio da
suplementag¢do (Myers et al. 2004). Com isso, além desse composto destacar-se pela eficiéncia
como marcador para estimar a DMS, CMS e EF semelhantes aos observados, a uniformidade da
recuperagdo fecal tem sido observada de 90,0 a 108,8% (Marcondes et al. 2008; Myers et al. 2004;
Titgemeyer et al. 2001).

Segundo Glindemann et al. (2009) o marcador TiO> apresenta alta acuracia e precisdo no
método analitico aplicado para detectar a quantidade do composto adicionado as fezes de ovinos
e eficiente resultados para estimar a EF dos animais em pastejo.

No entanto, existem no meio ambiente algumas matérias organicas que apresentam valores
médios aproximados a 0,03 % MS de TiO> (Myers et al. 2004; Glindemann et al. 2009). Assim,
levanta-se a duvida se esses valores encontrados, influenciam ou ndo os resultados finais das
amostras com a adi¢do da substincia. Autores como Myers et al. (2004) sugerem que quando o
TiO> for administrado aos animais em pastejo com o intuito de mensurar o contetido da digesta de
ruminantes, faz-se necessario a quantificacdo da concentracdo da substdncia na mesma matéria
organica (sem adi¢ao de TiO») fornecida aos animais, sendo os valores encontrados, usados para
corrigir os resultados finais.

Por outro lado, Glindemann et al. (2009) indicam que esses dados (0,03% TiO> MS) ndo sdo
significativos para que haja a necessidade de qualquer corre¢do, em relagdo a recuperacao analitica
ou a um valor que representa as amostras sem adi¢do do TiO;. Segundo os autores, a concentragao
encontrada ¢ muito baixa, ndo proporcionando alteracdo nos resultados finais e a recuperagao
analitica do composto ¢ proxima de 1 (99,5 %).

Limita¢des do marcador TiO>, como administracdo e coletas de fezes duas vezes ao dia,
maior do tempo de manejo e o impacto das atividades sobre o comportamento dos animais, afeta
negativamente o consumo de suplemento (< 150 g MS) dos mesmos (Glindemann et al. 2009).
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Concluindo-se que além de apresentar erros nas estimativas o composto promove manejo
estressante aos animais, fator esse a ser levado em consideragdo, quando se pretende avaliar o
consumo de bovinos de corte.

Como alternativa, o método LIPE® (lignina de madeira moida extraida do
Eucaliptusgrandis) tem se apresentado como um marcador externo promissor a partir dos
resultados apresentados nos estudos com bovinos, mediante manejo mais pratico, ou seja,
administracdo e coleta de fezes para a mensuragao uma vez ao dia (Lima et al. 2008; Souza et al.
2005).

Essa metodologia desenvolvida apresenta ampla resposta linear, tornando-a acurada e
eficiente nos célculos dos coeficientes de digestibilidade ndo apenas em diferentes espécies de
animais ruminantes, como também possibilita a determinacdo em monogastricos (Saliba et al.
2015; Vasconcellos et al. 2007).

Outras vantagens ao optar pelo marcador LIPE®, de acordo com Ferreira et al. (2009) inclui
a capacidade de estimar a EF em experimentos com animais alimentados em grupo e/ou recebendo
diferentes dietas alimentares, bom como possui caracteristica inerte e natural, assim a substancia
ndo prejudica a saide humana e animal.

Por se tratar de uma técnica recente, economicamente inviavel e sua coleta de dados exigir
metodologia especifica, dificultando a obten¢do de repeticdo de andlises e necessitando de
confiabilidade dos resultados feito por terceiros, seu uso torna-se limitado as condig¢des
experimentais e de pesquisa. Outro fato se da, que a taxa de recuperag@o do marcador varia de 95,5
a 106,9 % em diferentes espécies animal, apresentando variabilidade nos resultados (Saliba et al.
2015).

Entre outros marcadores, existem substancias capazes de estimarem as taxas de passagens,
o tempo médio de retencao das fases solida e liquida dos alimentos pelo rimen-reticulo e o volume
do trato gastrointestinal. Dentre esses destacam-se as fibras mordentadas com cromo ou itérbio
(FDN-Cr ou FDN-YT), polietileno glicol e 0o EDTA com cromo ou cobalto (NRC, 2001; Berchielli
et al., 1996; Pond et al., 1989). Segundo Pond et al. (1989) avaliando varios tipos de associacao da
fibra com “terras rara” (Yb, tb, Cr, Sm, La e Lu), os dados apresentaram confidveis e similares
entre os elementos nas primeiras 24 horas, permitindo assim a utilizagdo de dois marcadores.
Outros autores também observaram resultados satisfatorios ao avaliarem o fluxo alimentar de
bovinos recebendo quantidades varidveis de suplemento proteicos utilizando amostras compostas
de forragens mordentadas com dicromato de sodio com 12% de cromo MS de fibra em detergente
neutro (FDN).

Os marcadores internos apresentam a vantagem sobre os externos por estarem
naturalmente presentes nos alimentos e permanecerem uniformemente distribuidos na digesta
(Piaggio et al. 1991), contudo para que possam ser determinados, devem ser submetidos a digestao
por periodos de no minimo 144 horas de incubacdo in situ (Berchielli et al. 2000).

Dentre eles, os mais utilizados, a fibra em detergente acido insoluvel (FDAI), fibra em
detergente neutro insoluvel (FDNi), cinza insolivel em 4cido (CIA) e em detergente acido (CIDA),
se destacam. Esses componentes presentes nas paredes celulares da dieta t€m mostrado bons
resultados na determinacdo da DMS da forragem (Salman et al., 2010; Carvalho et al., 2007;
Berchielli et al., 2000; Van Soest, 1994; Johnson, 1983).

Diversas pesquisas tém apresentado resultados satisfatorios com o uso dos marcadores FDNi
e FDAI no auxilio da estimativa de CMS de volumosos em ruminantes, sendo ambos apresentando
eficacia na mensuracdo (Fernandes et al. 2012; Ferreira et al. 2009). No entanto, segundo Zeoula
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et al. (2002) o uso do FDNi tem mostrado inconstancias nos resultados finais obtidos, a exemplo
tem-se dados de digestibilidade subestimados e recuperacdo fecal da FDNi inferior a 100%.

Em estudos com ovinos Rodrigues et al. (2010) observaram que a FDAi proporcionou
estimativa de digestibilidade aparente da matéria seca superior ao FDNi e 6xido cromico, resultado
de recuperagdo desses marcadores de 93,7, 90,9 e 86,1 %, respectivamente. De acordo com os
autores, recuperacdes menores apontam que a concentracdo fecal do marcador pode levar a
superestimava da excrecdo das fracdes dietéticas de interesse e, logo, valores de DMS
subestimados.

Menor erro de predicdo da DMS apresentado por Rodrigues et al. (2010) foi obtido pelo
FDAI, indicando que as estimativas obtidas pelo uso desse marcador foram mais acuradas,
apresentando valores mais proximos ao valor real da DMS, observada pela coleta total de fezes.
Semelhantemente, Berchielli et al. (2000) observaram resultados de avaliagcdes nutricionais de
bovinos estimativos a partir da FDAI, apresentaram estatisticamente iguais aos obtidos por coleta
total de fezes.

O uso das cinzas insoluveis (CIA e CIDA) ainda que estudos comprovam a eficiéncia dos
marcadores (Sein e Todd, 1988), porém, valores inconstantes estimados e inferiores aos reais foi
observado, e de acordo com Zeoula et al. (2002) esses resultados podem ser devido a consequéncia
das concentragdes dessas nas dietas, concluindo que as CIA estimam mais corretamente a excrecao
fecal do que a CIDA.

O marcador n-alcanos apresenta a vantagem da associacdo de marcadores (externo e interno)
em um mesmo procedimento (Mayes et al. 1986). Segundo Dove e Mayes (1996) valores de
consumo em bovinos e ovinos em diversos tipos de dietas, foi apresentado com eficiéncia ao
estimarem por meio do uso da técnica dos alcanos. Esta técnica permite estimar o consumo da
dieta em animais sob pastejo a partir do perfil especifico de n-alcanos de cada planta, porém
mostra-se a desvantagens ao se utilizar este marcador, o alto custo (Carvalho et al. 2007).

Técnica do triplo marcador

Os animais em regime de pastejo podem ter avaliagdes nutricionais estimadas separadamente
mediante a técnica de associagdo de diferentes marcadores (Titgemeyer et al. 1997; Cochran et al.
1986). Algumas pesquisas de nutri¢do a pasto (Fernandes et al. 2012; Ferreira et al. 2009) vem
desfrutando dessa ferramenta afim de avaliar os consumos isoladamente dos animais.

Essa técnica € realizada por meio do fornecimento de trés marcadores diferentes ao animal.
Ou seja, a administragdo de um marcador externo via sonda esofdgica afim de estimar a EF, um
segundo marcador externo adicionado ao suplemento para a estimativa do consumo de suplemento
(CSUP), e por fim, um marcador interno para estimar diretamente o consumo de forragem (CFO).
Podendo ser calculados pelas Equagdes [4] e [5].

CSuUP (kg/d) = [(EF * FZmarcador) / SPmarcador] Eq [4]

Onde, EF ¢ a excre¢do fecal do animal (kg/dia), FZmarcador € @ concentracdo do marcador nas
fezes (kg/dia), € SPmarcador € a concentrag@o do marcador no suplemento (kg/kg).

CFO (kg/ d) = [(EF * FZmarcador.interno) - SPmarker.interno] / Fomarcadoriinterno. Eq [5]
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Onde, EF ¢ a excrecao fecal do animal (kg/d), FZmarcador.interno € @ concentracdo do marcador
interno nas fezes (%), SPmarcador.intermno € @ concentracdo do marcador interno no suplemento (g),
FOnmarcador.interno € @ concentragcdo do marcador interno na forragem (%).

Por fim, ¢é reconhecido que a escolha do marcador representa um passo importante quando
se pretende estimar o consumo alimentar dos animais. Como todos os métodos utilizados para
estimar o CMS de bovinos em pastejo possuem limitagdes (Berchielli et al. 2011; Ferreira et al.
2009; Detmann et al. 2004) e, segundo Carvalho et al. (2007) apesar dos avangos metodoldgicos,
as estimativas ainda sdo deficientes em confiabilidade, a busca por novas substancias (moléculas)
que apresentem propriedades favoraveis se justifica.

Como alternativa destaca-se o caulim, possivel marcador externo para estimar o consumo,
pois se trata de um mineral cujas caracteristicas evidenciam possibilidade de uso.

Caulim

O caulim ¢ uma matéria-prima, contendo em grande parte o caulinita mineral argiloso. Na
mineralogia sistematica, ¢ classificada como argila de filossilicato (Silva 2007).

Devido as suas qualidades de adsor¢ao e auséncia de toxicidade primaria, o uso de caulim ¢
considerado um medicamento para prevenir uma série de materiais toxicos, toxicos, ndo apenas
no meio ambiente, mas também nos organismos vivos. Pois, quando adicionado as dietas de
animais, reduz a reabsor¢do de toxinas nocivas presentes na alimentacdo através da mucosa
intestinal para o organismo, porque as liga firmemente e seletivamente e, assim, elimina seus
efeitos toxicos (Trkova et al., 2009).

Segundo Trckova et al. (2009) as caracteristicas de adsor¢cdo e auséncia de toxicidade
primaria do caulim possibilitam considera-lo material efetivo na prevengdo de efeitos toxicos
causados no ambiente e/ou em organismos vivos por diversos materiais.

Essa substancia ¢ formada por um grupo de silicatos hidratados de aluminio, classificado
como um argilomineral, sendo representado principalmente pela caulinita e haloisita, presente em
abundancia na natureza (Luz et al. 2008; Silva 2001).

Mais especificamente, segundo Luz et al. (2008) ¢ uma substancia aluminossilicato
hidratado, constituido principalmente de caulinita, e sua célula unitdria ¢ expressada por
Al4(S14010)(OH)s. A caulinita € um filossilicato (argila mineral) com composi¢ao quimica tedrica
de 39,50 % de Al,03, 46,54 % de SiOz e 13,96 % de H»O, e outros elementos em menor quantidade
como ferro, manganés, magnésio, potassio e sddio.

Por fim, o caulim ¢ inerte em ampla faixa de pH (3 a 9), apresenta facil dispersdo, possui
baixa condutividade térmica e elétrica, possui pouca abrasividade (Silva 2007). E segundo o autor,
o fato de o Brasil deter aproximadamente 28% das reservas mundiais de caulim, demonstra a
facilidade de obtengdo o que o torna candidato para servir de marcador coletivo de consumo, ou
seja, apresenta baixo custo. Sendo assim, diante de todas as caracteristicas apresentadas, torna-se
favoravel o uso da substancia como marcador de consumo de animais.

Marcador externo Caulim
O fornecimento do caulim como marcador externo, por meio do suplemento de bovinos,

segundo Ribeiro et al. (2018) resulta em estimativas semelhantes aos da administragdo via oral,
por meio do aplicador de bolus. Concluindo-se que a substidncia além das caracteristicas
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apresentadas, possui grande potencial de ser fornecido por meio da alimentagdo, ndo havendo a
necessidade de manejo rigoroso com consequéncias negativas sobre o comportamento ingestivo
dos animais.

O caulim por ser um composto de mineral, torna-se instavel em meio acido. Pois, dissocia-
se no trato gastrico intestinal reagindo com outras substancias organicas ou minerais do meio. Com
isso, quando utilizado se faz necessario sua quantificagdo de forma indireta, por meio de elementos
ndo absorvidos pelo organismo animal, como o aluminio (Al) (Underwood 1977).

Ribeiro et al. (2018) observaram auséncia de acuracia nos resultados obtidos nas estimativas
de EF de bovinos, por meio do marcador caulim. De acordo com os autores, devido a perdas e
vicios decorrentes dos processos de extracdo e quantificagdo do composto, observou-se incompleta
extracdo do Al nas amostras, interferindo diretamente nas estimativas das avaliacdes. Uma vez
que, utiliza-se o elemento para determinar a substancia.

Avaliando os diferentes procedimentos analiticos para a determinagdo indireta do caulim,
por meio da concentracdo de Al em fezes bovinas, Oliveira et al. (2018) observaram que a extragdo
do elemento na substancia por meio da digestdo nitro sulfurica sequencial (DNS) apresentou
resultados semelhantes aos valores esperados pelo método de coleta total de fezes. Segundo os
autores, o método sequencial permite estimar separadamente as concentragdes de Al nas fases in
natura (organica) e cinzas (mineral) em relagcdo ao total encontrado, levando em consideracdo a
resisténcia da solubilizacdo do Al retido na fra¢do orgénica ou na fracdo mineral.

Pois, de acordo com Oliveira et al. (2018) o Al contido no caulim ¢ estritamente mineral,
enquanto o retido no restante do material (fezes) pode ter origem organica (da forragem) ou
mineral (do solo).

As concentragdes de Al extraidas por meio da técnica DNS, sdo expressadas em diferentes
proporgdes, ou seja, nas fezes puras 80 % do Al provém da primeira fase e os outros 20% da
segunda fase, e no caulim puro ocorre o inverso. Assim, ¢ possivel presumir que o Al medido na
segunda etapa seria principalmente originario do caulim (Oliveira et al. 2018).

Ainda que a separacdo das fases tende a auxiliar a identifica¢do da origem do Al, o caulim
apresenta altas concentragdes do elemento (39,5 % de Al). Com isso, a digestdo por meio dessa
técnica necessita de maiores dilui¢cdes do substrato, afim de se obter os resultados e que os mesmos
permanecam dentro do espectro de leitura do aparelho (Oliveira et al. 2018). Diante disso, erros
acumulativos podem aparecer entre as etapas da metodologia analitica.

Entdo, embora o caulim apresente todas as caracteristicas importante para um bom marcador
de consumo de animais a pasto, os resultados superestimados apresentados por Ribeiro et al.
(2018) evidenciam que o problema da substancia ainda reside na metodologia analitica de extracao
e quantificagdo deste marcador. Tornando este processo alvo de maior atengao.

Busca por nova metodologia analitica

Como apresentado anteriormente, a quantificagdo do caulim tem sido determinada através
do Al presente no composto. E, normalmente o teor de Al ¢ quantificado por meio do método
analitico de colorimetria com aluminon, descrita por Bauner et al. (1966). Segundo os autores,
apos a amostra ser exposta a uma digestao acida, o Al;" € tratado com aluminon, sua cor ¢ lida em
espectrofotometro e comparada aos valores estabelecidos por uma curva padrio.

As leituras dos teores de Al podem ser feitas também por meio do Plasma por Acoplamento
Indutivo — Espectrofotometria de Emissdo Otica (ICP-OES) e Espectrofotometria de Absorgio
Atomica (EAA) (McDowell 1992). No entanto, ambas as técnicas aqui expostas sdo consideradas

11
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invidveis, pois além da demanda de grandes quantidades e diversidades de reagentes para as
andlises, equipamentos especificos sdo requeridos.

A busca por novas metodologias analiticas acessiveis, praticas, de baixo custo que promove
resultados acurados, precisos e robustos para a quantificacdo do teor de Al no caulim, se faz
necessario diante desse cenario.

De acordo com Chao & Sanzolene (1992) matérias organicas e inorganicas exigem diversos
acidos fortes para o processo de digestdo, como por exemplo o acido percldorico (HCIO4) e 4cido
nitrico (HNO3). No entanto, para completa decomposi¢cdo de alguns minerais complexos, como
por exemplo o silicato (Si0), faz se necessario o combinado dos &cidos com o 4cido fluoridrico.

Nessa situacdo, o caulim por ser um alumino silicato hidratado, cuja composi¢do aproxima-
se de Al2S1205(OH)4, as matrizes de silicato associadas ao Al apenas serdo dissolvidas na presenga
HF. Pois, o fluor ¢ o elemento mais eletronegativo existente, ou seja, possui a maior afinidade por
elétrons.

Portanto, as ligacdes SiO em contato com o ion F~ sdo rompidas, formando SiF e a mesma ¢
volatilizada em meio aquecido (Chao & Sanzolene 1992). Conclui-se que a partir desse processo,
toda a associa¢do do Al com SiO2 no produto caulim, serd rompida liberando o Al para a completa
quantificagao.

Partindo-se da premissa de que o Al seja completamente extraido do caulim e disponivel
para determinac¢ao, ¢ necessario fazer uma correcdo dos valores finais obtidos da concentragdo do
elemento.

O elemento Al estd presente no meio ambiente associado ao oxigénio, silicio e outros
elementos, essa ligacdo torna-o insoluvel em condi¢cdes ambientais, como também apresenta
baixas concentracdes em fontes de alimentos para animais (Miller et al. 1984).

De acordo com Underwood (1977) ainda que a absor¢do deste elemento no metabolismo ¢
praticamente zero, quando fornecido aos animais, seja por ingestdo adicional via solo e/ou
forragem, o Al ¢ totalmente excretado por meio das fezes dos animais. Estes teores provenientes
da dieta, caso ndo identificados separadamente, influenciaram diretamente nos resultados finais
das estimativas nutricionais.

Torna-se entdo primordial identificar o teor de Al presente nas fezes dos animais antes de
serem expostos ao estudo de digestibilidade. Ou seja, uma fase de coleta de fezes dos animais,
antes do fornecimento do marcador, se faz necessaria para mensurar o teor Al provenientes de
fontes externas (solo, forragem e 4gua). A partir dai a concentragdo final de Al do caulim pode ser
expressa pela diferenca dos teores do elemento nas fezes durante as fases pré e pos administracao
do caulim.

Conclusao

Ainda que pouco se sabe sobre a eficdcia do caulim como marcador de consumo, atualmente
pesquisas vém sendo aperfeicoadas com o intuito de melhorar as metodologias analiticas
propostas. Com isso, o caulim por ser uma substancia inerte € com caracteristicas semelhantes ao
considerado um marcador externo ideal, torna-se uma possivel escolha para uso em avaliagdes
nutricionais de animais a pasto.
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Capitulo 3. Capitulo redigido conforme as normas da Revista Brasileira de Zootecnia

Nota Técnica: Procedimento analitico de extracdo de aluminio em amostras de caulim e

fezes bovinas

Resumo: Nos testamos um novo procedimento analitico quantificativo de extracdo de Al em
caulim e comparamos os resultados com amostras analisadas pelo método padrao
colorimétrico aluminona e leitura por espectroscopia de emissao Optica com plasma
acoplado indutivamente. Por meio do novo procedimento, amostras puras de caulim e fezes,
e/ou misturadas foram digeridas em mistura acida nitroperclorica, apos, acrescentado acido
fluoridrico e quantificadas por espectrofotometria de absorg¢ao atdmica. Devem ser tomadas
precaucdes para evitar fumacas toxicas de SiF4 geradas durante a digestdo das amostras. A
acuracia foi avaliada pela comparacdo do viés médio (predito - observado) entre os
procedimentos analiticos; e a robustez, pelo estudo da regressao entre o viés e a
porcentagem de caulim presente nas amostras de fezes. Nao foi observada diferenca (P >
0,05) entre os resultados encontrados de concentra¢do de Al em amostras de caulim puro,
quando comparado os dois procedimentos analiticos avaliados. Todos os valores obtidos
apresentaram resultados préximos ao valor esperado, e o processo analitico se mostrou
acurado (P = 0,9436) e robusto (R?=0,0002 e P = 0,9634) para extracao de Al em amostras
de fezes bovinas com caulim. Conclui-se que o procedimento analitico proposto pelo estudo

foi eficaz, acurado e robusto quanto a extracdao de Al de amostras de fezes bovina com caulim.

Palavras-chave: excrecao fecal, marcador externo, digestdo nitroperclérica

Introduc¢ao
O caulim trata-se de uma substancia indigestivel, cuja as caracteristicas fisicas e
quimicas (Trckova et al., 2009; Luz et al., 2009), evidenciam o seu uso como potencial

marcador externo de bovinos a pasto. Por ser um composto minério, da qual a composi¢ao

17
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aproxima-se de Al;Si;0s5(OH)s, 0 caulim torna-se instavel em meio acido, fazendo-se
necessario sua determinacao de forma indireta por meio de elementos ndo absorvidos pelo
organismo animal, como o aluminio.

A digestdo nitropercldrica (HNO + HClO4) (Malavolta et al., 1997), associada ao método
colorimétrico aluminona (acido aurintricarboxilico) (Brauner et al., 1966), e leitura por meio
do aparelho de Espectrofotometria de Emissio Otica (ICP-OES) (Korn et al.,, 2007), tem sido
o principal procedimento analitico utilizado para obtencao de extratos e determinacao do
teor de aluminio em matérias organicas e inorganicas. No entanto, esse método é
considerado inviavel, pois além da demanda de grandes quantidades e diversidades de
reagentes, é requerido aparelho especifico para a leitura do elemento, considerado oneroso,
dificultando sua realizacdo em muitos laboratorios de pesquisas.

Outra técnica aplicada na determinacao do teor de Al é por meio do aparelho de
Espectrofotometria de Absorcao atdmica em chamas (EAA) (McDoweel, 1992). No entanto,
apesar do procedimento sugerido por Malavolta et al. (1997) e Brauner et al. (1966)
conseguirem recuperar o aluminio na forma de ion (Al3) em matérias organicas, pelo fato do
caulim ser matéria inorganica e contar com um aluminio silicatado, existe a preocupacao de
que as ligacdes de silicato de aluminio ndo sejam rompidas ap6s o procedimento de extragdao
(Chao & Sanzolene, 1992). E, este 6xido refratario formado, impossibilitaria a completa
exposicao do Al para a sua determinacdo por meio do aparelho EAA.

Diante disso, a busca por procedimentos analiticos simples e acurados que auxiliem na
extracao de Al em amostras de caulim puro e/ou misturado em fezes bovinas, se faz
necessaria. Objetivou-se propor um eficiente procedimento analitico capaz de extrair Al de

amostras de fezes bovina com caulim.
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Materiais e métodos

Todos os procedimentos do experimento foram aprovados pelo Comité de ética no uso
de animais da EMBRAPA Pantanal, Corumba, MS, Brasil, No. 15/2017. O experimento seguiu
todas as normas de seguranca a exposicdo de produtos deletérios e saude dos pesquisadores,
bem como o uso de equipamentos de protecdo individual exigidos no local.

O produto caulim® (Silicate e Industria e Comércio Ltda; Nova Campina, SP, Brasil) foi
oriundo de extracdo e processamento de rocha do grupo sedimentar metamorfica, sendo o
silicato de aluminio como principal ingrediente. O produto apresenta também densidade de
0,8 g/cm3, pH de 6,5 com granulometria de 99,9 < 0,3mm < 0,1% e 82% < 0,075mm < 1 8%
(Silicate e Industria e Comércio Ltda; Nova Campina, SP, Brasil). Por ser um produto
comercial e sua composicao variar de acordo com a regido, se faz necessario todas as

avaliagdes fisicas e quimicas especificas de cada composto por estudo.

Validagdo do procedimento analitico:

A fim de se avaliar a eficiéncia do procedimento analitico proposto para extracdo de
Al em caulim, foram pré-secas (72 horas; 552C), trituradas em moinho de facas (1Imm) e
pesadas em triplicatas, amostras de caulim puro (0,050 g), fezes puras (0,200 g), compostas
(0,194 g de fezes puras + 0,006 g de caulim puro) e forragem (0,200 g).

As amostras de forragem e fezes, foram coletadas do mesmo piquete e garrote Nelore,
respectivamente. Sendo este animal alocado durante um més exclusivamente em regime de
pastejo (Brachiaria brizantha cv. Marandu; 3730,3 kg MS/ha de massa forrageira; 8,4 %
proteina bruta; 56,5 % nutrientes digestiveis totais; 65,3 % fibra em detergente neutro; 35,5

% fibra em detergente acido; 89,6 % matéria organica; com base na MS).
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Posteriormente, todas as amostras foram submetidas ao procedimento analitico
apresentado na Tabela 1. De modo geral, a metodologia analitica incluiu a digestdo
nitroperclérica da amostra como descrito por Malavolta et al. (1997), seguida pela adicdo de
acido fluoridrico para completo rompimento da silica ligada ao Al (Chao & Sanzolene, 1992).
Uma curva padrao com 0, 3, 6,9, 12 e 15 mg/L de Al foi montada por meio da solucdo padrao
de 1000 mg/L de Al (Merck KGaA; Darmstadt, Alemanha). Para a determinacao do teor de
Al, o extrato foi diluido em solucdo de 6xido de lantdnio (0,2 %) e medido no
Espectrofotdometro de Absorcdao Atdmica (McDowell, 1992), modelo AAnalyst 400 (Perkin
Elmer; Waltham, MA, EUA). Utilizou-se uma lampada de catodo oco de Al como fonte de
radiacao primaria, operada a um comprimento de onda de 309 nm. Aplicou-se o valor
encontrado da leitura dos extratos (LTAL, mg/kg) na equacdo de regressdo dos padrdes (R?
= 0,9996) para estimar a concentrag¢do do Al (mg/kg).

Para o calculo de concentragao de Al em cada amostra, utilizou-se a Equacao [1].

[Al] mg/kg = (LTAL * fator de diluicao do extrato) / peso da amostra, mg Eq. [1]

Para se conhecer a quantificagdo de Al proveniente do caulim em amostras compostas
(Fezes + caulim), foi determinada através da diferenca entre a concentracdo de Al presente
nas fezes com caulim e nas fezes puras, pois as mesmas podem conter algum teor do
elemento (Al derivado da dieta). Este foi calculado pela Equacao [2].

[Al] no caulim, mg/kg = Total de Al nas fezes com caulim adicionado - Al presente nas fezes

puras Eq. [2]
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Os resultados encontrados foram comparados com os valores observados de Al obtidos
por meio do procedimento analitico padrdo para analise de Al, descrito por Malavolta et al.
(1997) e Brauner et al. (1966) e, o teor do elemento quantificado pelo aparelho de
Espectrofotometria de Emissdo Otica, modelo ICPE série 9800 (Schimadzu Corporation;

Quioto, Quioto, Japao).

Andlises estatisticas:

Os dados de concentracdo de Al presente nas amostras de caulim puro foram
submetidos a analise de variancia pelo teste f, por meio do programa SAS v.9.3 (Sas Institute
Inc,, Cary, Ca, EUA).

O procedimento analitico de extracdo de Al em amostras de fezes com caulim foi
avaliado quanto a acuracia e a robustez. A acuracia foi avaliada pelo estudo do viés médio,
que é a diferenca entre o valor predito (procedimento proposto) e o valor observado
(procedimento padrao), sendo a metodologia analitica mais acurada a medida que esta
possui um viés médio mais proximo de zero (Kohn et al., 1998). A raiz quadrada da média do
erro de predicdo (RQMEP) é a variabilidade média da distancia entre o valor predito e o
observado ou ainda, a variabilidade dos vieses. Os calculos foram feitos como descrito por
Rodrigues et al. (2010), sendo utilizado o teste t para média igual a zero (PROC UNIVARIATE
do SAS) para avaliar a significancia do viés médio.

Além da significancia do viés médio, os vieses foram ainda avaliados quanto a seu
comportamento em funcdao da variacdo dos valores de concentracdo de Al na amostra
conhecida, de acordo com Kohn et al. (1998). Para isso, foi estimada a regressao entre os

vieses e os valores de Al, obtendo-se, desta forma, o viés linear (coeficiente angular), o

21
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coeficiente de determinac¢do do modelo (R?) e a significancia do viés, pelo procedimento GLM
do SAS v.9.3 (Sas Institute Inc., Cary, CA, EUA).

Por sua vez, a avaliacdo da robustez da metodologia analitica proposta foi feita em
relacdo ao nivel de caulim presente nas fezes. Foi realizada uma analise de regressdo entre
os valores de viés das estimativas de Al e as concentra¢cdes de caulim nas amostras de fezes.
Para isso, foi utilizado o procedimento GLM do SAS v.9.3 (Sas Institute Inc., Cary, CA, EUA).

Em todas as analises foi utilizado um nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

Amostras de caulim puro foram processadas e analisadas por meio dos dois
procedimentos analiticos avaliados, observou-se que nao houve diferenca (P > 0,05) entre
os resultados encontrados de concentracao de Al entre ambos, apresentando valor médio de
8,65 % (Figura 1).

A fim de se conhecer o teor do Al derivado de fontes externas (dieta), amostras de fezes
puras e forragem fornecida ao animal, foram analisadas por meio do procedimento proposto,
e foi observada teor médio de 600 mg Al/kg e 800 mg Al/kg, respectivamente.

O procedimento analitico proposto neste estudo apresentou um viés médio
estatisticamente (P> 0,05) igual a zero (Tabela 2), mostrando-se acurado para a extragdo de
Al em amostras de fezes bovinas com caulim. Além disso, considerando-se o estudo do viés
linear, a auséncia de sua significancia (P = 0,9636) deste coeficiente e o baixo valor do
coeficiente de determinacao (R2 = 0,0002) da regressao, pode-se dizer que o viés do método
analitico se manteve o mesmo ao longo de toda amplitude de concentracao de Al presente

das amostras.
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Quando avaliado o comportamento do viés em relacdo a porcentagem de caulim nas
fezes, verificou-se que o modelo de regressao obtido nao foi significativo (P = 0,9634), assim
como o coeficiente de determinac¢do (R? = 0,0002) foi bastante baixo (Tabela 2). Tal fato
indica que o método analitico empregado € robusto quanto a variacdes na concentracao de

caulim nas fezes, na faixa analisada neste estudo.

Discussao

A determinacao de aluminio, de acordo com Malavolta et al. (1997); Brauner et al.
(1966) e Korn et al. (2007) por meio do procedimento padrao, apresenta boa sensibilidade,
alta precisao e rapidez. Seguindo esses principios, a partir da semelhancga de resultados da
extracao de Al no composto mineral (caulim puro) pelo procedimento analitico aqui
proposto, concluiu-se que este método foi eficiente em realizar a extragdo do Al em matéria
inorganica (Figura 1).

O processo analitico baseou-se na teoria de que a a¢do da digestdo nitroperclorica
sobre matérias inorganicas apresenta alta eficacia. Porém, para que haja completa
decomposicao de alguns minerais complexos, como por exemplo o silicato (SiO), faz-se
necessario combinar solug¢des acidas com o acido fluoridrico (HF) (Malavolta et al., 1997;
Chao & Sanzolene, 1992).

Sendo assim, no caso de o caulim ser um alumino silicato hidratado (Al2Si20s(OH)4), as
matrizes de SiO associadas ao Al, apenas sao dissolvidas com a presenca do HF. Este processo
ocorre devido ao fluor (F) ser um elemento mais eletronegativo, ou seja, possui a maior
afinidade por elétrons. Assim, de acordo com Chao & Sanzolene (1992) as ligacdes silicatadas

em contato com o ion F- sdo rompidas, formando SiF, que é volatilizado em meio aquecido.

23
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Por meio disso, toda a associagdo do Al associado ao SiO presente no produto caulim foi
rompida, liberando o Al para a completa quantificagdo do elemento.

Como observado, o teor de Al encontrado nas matérias organicas (fezes puras; 600 mg
Al/kg) apresenta-se baixo. Considerando o fato de que as amostras ndo tiveram adicao de
caulim, presume-se que a baixa concentracao de Al encontrada seja causada por meio de
ingestdo do elemento via solo e forragem (Underwood, 1977). Isto pode ser confirmado na
concentracdo do elemento presente na forrageira fornecida aos animais no estudo.

Ainda que nestas baixas concentragoes, o Al esta presente nas forragens, e encontra-se
associado a outros elementos, como o oxigénio e/ou silicio. Essa ligacdo o torna insolivel em
condi¢cdes ambientais e a absor¢do deste elemento no metabolismo do animal é minima
(Miller et al., 1984; Underwood, 1977). De acordo com esses autores, quando consumido
pelos animais, seja por ingestao natural via forragens, solo, agua, etc., ou fornecidos em
suplementos, praticamente todo o Al é eliminado via fezes.

Entanto, como existe esta interferéncia dietética, para se determinar a concentragdo de
Al proveniente somente do caulim faz-se necessaria a corre¢do dos valores correspondentes
presentes nas fezes, correspondentes a estas fontes (forragens, solo e agua).
Semelhantemente, Myers et al. (2004) quando avaliaram o uso de didxido de titanio como
marcador de excrecdo fecal de animais em pastejo, observaram a presenca de valores do
composto (TiOz) provenientes de fontes externas ao ensaio, sugerindo entdo ajuste dos
resultados finais.

A busca por métodos acessiveis que promove resultados acurados, precisos e robustos
para a quantificacdo do teor de Al no caulim se torna necessario. Neste sentido, comprova-

se os dados observados (Tabela 2), que o método preposto foi acurado e robusto para a
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recuperacao total do aluminio apds a extracdo nas amostras de matéria organica (fezes
bovinas) associada a matérias inorganicas (caulim).

O caulim apresenta-se como uma alternativa potencialmente viavel como indicador de
baixo custo: € um composto inerte em uma ampla faixa de pH (3 a 9), tem facil dispersao,
baixa condutividade térmica e elétrica e pouca abrasividade (Trckova et al., 2009; Luz et al,,
2009). Segundo Trckova et al. (2009) as caracteristicas de adsor¢ao e auséncia de toxicidade
primaria do caulim possibilitam considera-lo isento de efeitos téxicos no ambiente e/ou em
organismos vivos.

Por outro lado, o método analitico pode ser considerado economicamente mais viavel
e metodologia simples e pratica, facilitando seu processo em diversos meios de pesquisas,
quando se comparado a técnica padrdo. Além do fato de o Brasil deter aproximadamente
28% das reservas mundiais de caulim (Luz et al., 2009), facilita a obten¢ao deste produto em

nosso pais, a um baixo custo.
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843 Tabelas

844  Tabela 1. Procedimento analitico para determinacao indireta da concentracgdo de caulim em

845  matéria organica

12 Pesar duplicado 0,2000 g de material seco e colocar em tubo de digestao de 250 mL.
Obs. Amostras de fezes puras sdo utilizados para correcao.

22 Adicionar 6 mL de mistura acida HNO3 + HClO4 na propor¢ao 2:1 (v:v) em cada tubo.

32 Digerir as amostras a 2202C em bloco digestor por 4 horas, ou até que as amostras
estejam translicidas. Remover os tubos de digestao do bloco digestor em seguida
esperar esfriar por um periodo minimo de 20 min.

42 Adicionar 0,15 mL de acido fluoridrico P.A. em cada tubo e aquecer no bloco digestor
a 1502C por 10 min.

5¢ Filtrar o extrato com papel filtro Whatman No. 541 para remover qualquer
precipitado.

62 Completar com agua deionizada o volume final de 50 mL utilizando baldo volumétrico.

792 Para o procedimento da quantificagdo do Al, diluir o extrato com 6xido de lantanio
(0,2 %) na proporgdo de 1:2 (v/v).

82 Mensurar a absorbancia a 309 nm. Espectrofotometro calibrado com a curva padrao
preparada com 0, 3, 6,9, 12 e 15 mg/L de Al Usa-se o padrao 0 mg/L para zerar o

aparelho.
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856  Figura 1. Concentragdo de aluminio presente em amostras de caulim puro observada em
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Tabela 2. Parametros de acuracia e robustez do procedimento analitico de extracao de
aluminio e a concentragdo de caulim no extrato de amostras de fezes bovina com a quantidade

conhecida de caulim!?

Regressao Linear3

Valor Valor Viés Viés Valor -
RQPEM? 2
predito observado médio? linear P
Concentragao
2790.2 2653.3 1369  673.7 -0.015 0.0002 0.961
de Al, mg/kg
Porcentagem

3.24 3.08 136.9n6s 7171 -12.63 0.0002 0.963
de Caulim, %

IMédia dos resultados das concentragdes das amostras conhecidas foram estimados por
meio da metodologia ICP-OS no LAQAM (Rio de Janeiro, R], Brasil);

2Probabilidade do teste t para média igual a 0.

3Estimativa do coeficiente angular da equacao linear de regressao entre os vieses e a
respectiva variavel independente (procedimento padrao).

ns ndo significativo;
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Capitulo 4. Capitulo redigido conforme as normas da revista Animal
Caulim e diéxido de titdnio como marcadores externos de excregao fecal de
garrotes em pastejo

Titulo curto: Caulim como marcador fecal de bovinos

Resumo

No Exp. 1, buscou-se substituir o dioxido de titanio pelo caulim, fornecidos via oral, como
marcadores fecais, enquanto se utilizou o 6xido crémico como marcador do consumo de
suplemento. Foram realizados trés ensaios sequenciais, sendo que em cada ensaio
utilizou-se quatro garrotes Nelore inteiros (223,4 £ 5,4 kg, 253,6 + 2,8 kg e 312,0 £ 15,8
kg de PC médio no 1°, 2° e 3° ensaio, respectivamente), que receberam individualmente
e simultaneamente 20 g de TiO2 e 80 g de caulim/animal via oral, 2,0 kg de suplemento
contendo 1% de oxido crémico. Afim de avaliar a diferenca das avaliagdes nutricionais
entre diferentes horarios de coleta de fezes foram coletadas fezes em dois horarios
(08h00mMin e 16h00min), apods realizada uma amostra composta destes. Nao foram
verificadas diferengas significativas (P=0,7976) na determinagcdo da excregéo fecal
quando determinados pelos marcadores externos dioxido de titdnio e caulim, e
comparados entre eles. Quando foram comparados os resultados finais por meio de
coletas de fezes em diferentes horarios, nao foi verificado efeito significativo entre os
valores estimados. Conclui-se que o caulim foi capaz de estimar a excrecao fecal de
bovinos de corte a pasto, e 0 manejo de coleta de fezes realizada uma vez ao dia &
suficiente para estimar as avaliagdes nutricionais dos mesmos. No Exp. 2, avaliou-se a
possibilidade de substituir o didxido de titanio pelo caulim, fornecidos via suplemento,
como marcadores de excregao fecal em bovinos de corte a pasto (4 garrotes/estudo; 360
dias de idade). Observou-se que o caulim apresentou resultados superiores (P < 0,0002)
ao estimado pelo TiO2 (2,70 e 5,25 kg/d, respectivamente; EPM = 0,357). Conclui-se que
o fornecimento via suplemento do marcador externo caulim, ndo permitiu a estimativa de

excrecao fecal de garrotes.

Palavras-chave: bovinos de corte, consumo diario, digestibilidade

31



933

934

935

936

937

938

939

940

941

942

943

944

945

946

947

948

949

950

951

952

953

954

955

32

Introducgao

Existem diversos métodos para a avaliagcdo do CMS de animais a pasto, mas a
medida por meio da estimativa de excrecéo fecal e digestibilidade de matéria seca sao
as mais utilizadas, e tem sido feita com a utilizacdo de marcadores externos e/ou
internos. Os marcadores sao substancias indigestiveis, utilizadas como monitores
quimicos e fisicos em processos digestivos e metabdlicos (Owens & Hanson 1992).
Essas substancias, ao se comparar com metodologias invasivas existentes, minimizam
a interferéncia com os padrées de comportamento animal e simplificam os
procedimentos, tendo em vista a ndo necessidade de utilizagcdo de canulas permanentes
no trato digestivo, sacolas de coleta de fezes e até mesmo esvaziamento do trato
digestivo ou abate dos animais.

Dentre os marcadores mais utilizados mundialmente, destaca-se o didxido de
titanio (TiO2). O uso de TiO2 apresenta grandes vantagens, pois além do fato de que ele
€ permitido legalmente ser adicionado ao alimento, € um p6 com coloragao branca sem
odor ou sabor, ndo influenciando o consumo do mesmo quando fornecido aos animais
por meio da suplementacdo (Myers et al. 2004). Com isso, além desse composto
destacar-se pela eficiéncia como marcador para estimar a DMS, CMS e EF semelhantes
aos observados, a uniformidade da recuperacao fecal tem sido observada de 90,0 a
108,8% (Souza et al., 2015; Marcondes et al. 2008; Myers et al. 2004; Titgemeyer et al.
2001).

Tem sido reconhecido que a escolha do marcador representa um passo importante
guando se pretende estimar o consumo alimentar dos animais. Como todos os métodos

utilizados para estimar o CMS de bovinos em pastejo possuem limitagdes (Berchielli et
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al. 2011; Ferreira et al. 2009; Detmann et al. 2004) e, segundo Carvalho et al. (2007)
apesar dos avangos metodologicos, as estimativas ainda sédo deficientes em
confiabilidade, a busca por novas substancias (moléculas) que apresentem propriedades
favoraveis se justifica.

Como alternativa destaca-se o caulim, possivel marcador externo para estimar o
consumo, pois se trata de um mineral cujas caracteristicas evidenciam possibilidade de
uso. Além de ser um produto utilizado rotineiramente em fabricas de ragado para
“‘preencher” formulas, o que facilita ja sua mensuragéo nao necessitando de fornecimento
aos animais. O objetivo deste estudo foi comparar o uso do caulim e do diéxido de titanio
como marcadores externos, para estimagao da excregao fecal e do consumo de matéria

seca de garrotes Nelore em pastejo.

Material e métodos

Todos as analises quimicas de laboratérios foram diligentemente realizadas
conforme as normas de seguranga do Laboratorio de Nutricdo Animal da Embrapa Gado
de Corte. Manejo e cuidado dos animais para os experimentos foram realizados de
acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais Agricolas em Pesquisa e Ensino
(FASS, 2010). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de ética no uso de

animais da EMBRAPA Pantanal, Corumba, MS, Brasil, No. 15/2017.

Experimentos
Foram realizados dois experimentos. No primeiro, buscou-se substituir o didxido de

titdnio pelo caulim, fornecidos via oral, como marcadores fecais, enquanto se utilizou o
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oxido crémico como marcador do consumo de suplemento. No segundo experimento,
avaliou-se a possibilidade de substituir o dioxido de titanio pelo caulim, fornecidos via

suplemento, como marcadores de excrec¢ao fecal.

Experimento 1. Foram realizados trés ensaios independentes, sendo cada um composto
por quatro garrotes Nelore (223,4 £ 5,4 kg, 253,6 + 2,8 kg e 312,0 + 15,8 kg de PC médio
no 1°, 2° e 3° ensaio, respectivamente), que receberam 20 g de TiO2 e 80 g de
caulim/animal via oral, como marcadores externos de excregéao fecal e, mais 2,0 kg de
suplemento proteico energético (1,0 kg na parte da manha e 1,0 kg na parte da tarde)
contendo 1% de oOxido crémico, como marcador de consumo de matéria seca de
suplemento.

A fim de avaliar a diferenga das estimativas entre diferentes horarios de coleta de
fezes, amostras fecais de cada animal foram coletadas em dois horarios (08h00min e

16h00min), apds o que, procedeu-se a elaboragdo de uma amostra composta destes.

Experimento 2. Foram realizados trés ensaios independentes, sendo cada um composto
por quatro garrotes Nelore (279,1 £ 16,7 kg, 239,0 £ 7,1 kg e 271,0 + 2,5 kg de PC médio
no 1°, 2° e 3° ensaio, respectivamente) que receberam em grupo, 2,0 kg/animal de
suplemento proteico energético (1,0 kg na parte da manha e 1,0 kg na parte da tarde)

com a adi¢ao de TiO2 e caulim (proporgéao de 1 % e 4 %, respectivamente).

Em ambos os experimentos, cada ensaio independente teve duragao de dezesseis

dias cada. Sendo, nos trés primeiros dias de cada ensaio ofereceu-se aos animais o
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pasto e o suplemento sem os marcadores, a fim de se conhecer a concentragao de Al
derivada da dieta (Al basal). O fornecimento dos marcados testados via sonda esofagica
e/ou suplemento comecou a partir do 4° dia e, para se alcancar o equilibrio da excrecao
fecal, esperou-se até o 10° dia antes de iniciar-se as coletas. As coletas de fezes foram

feitas entre o0 11° e 16° dia.

Alojamento e Dieta

Durante os ensaios, os animais ficaram alocados em uma area de 25 hectares com
Brachiaria brizantha cv. Marandu com 2.542,5 kg MS/ha de massa forrageira (8,4 %
proteina bruta; 56,5 % nutrientes digestiveis totais; 65,3 % fibra em detergente neutro;
35,5 % fibra em detergente acido; 89,6 % matéria organica; 0,08% de Al; com base na
MS), sendo manejados pelo método de pastejo continuo. O suplemento mineral proteico-
energético® que era fornecido aos animais, incluiu 20 % de proteina bruta e 79 % de
nutrientes digestiveis totais. Contendo em sua composigdo milho, farelo de soja,
carbonato de calcio, sal, fosfato bicalcio micro, melago po, ureia, enxofre pd, éxido de
magnésio, oxido de zinco, sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato de cobalto,

iodato de calcio e selenito de sddio.

Manejo

Ao inicio de cada ensaio, procedeu-se a pesagem com jejum de solidos dos
animais. Os animais eram levados ao curral duas vezes ao dia, as 08h00Omin e as
16h00min, para serem feitas as coletas retais de fezes e o fornecimento dos marcadores

por via oral e/ou via suplemento aos animais.
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A cada ensaio foi feita uma avaliagdo quantitativa e qualitativa do pasto. Foi
realizada uma avaliagdo da disponibilidade da forragem pelo o método do “rendimento
comparativo” descrito por Haydock & Shaw (1975). A fim de se estimar o valor nutricional
da pastagem consumida pelos animais, realizou-se a amostragem do pasto pelo método

do pastejo simulado (Euclides et al., 1992).

Analises laboratoriais

O Caulim® (Silicate e Industria e Comércio Ltda; Nova Campina, SP, Brasil), foi
oriundo de extrag&o e processamento de rocha do grupo sedimentar metamarfica, sendo
o silicato de aluminio como principal ingrediente com 8,67 % de Al. O produto apresenta
densidade de 0,8 g/cm?, pH de 6,5 com granulometria de 99,9 < 0,3mm < 0,1% e 82% <
0,075mm < 1 8%. Por ser um produto comercial e sua composicao variar de acordo com
a regiao, se faz necessario todas as avaliagbes fisicas e quimicas especificas de cada
composto por estudo.

As amostras de fezes, pasto e suplemento, depois de pré-secas em estufa de
ventilagao forgada (55 °C/72 h) foram trituradas em moinho inox com peneira de 1 mm,
e posteriormente analisadas para seu conteudo de matéria seca (MS) (método 930.15),
proteina bruta (PB) (método 976.05) (AOAC, 1990), fibra em detergente neutro e em
detergente acido (FDN e FDA) (Van Soest et al., 1991). O teor de nutrientes digestiveis
totais (NDT) foi estimado segundo equacgao determinada por Cappelle et al. (2001).

A dosagem de cromo nas fezes foi realizada por espectrofotometria de absor¢ao

atdbmica, conforme método descrito por Silva & Queiroz (2002), e, o teor de titanio nas
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fezes foi mensurado por espectrofotometria colorimétrica conforme metodologia descrita
por Myers et al., (2004).

O teor do caulim foi quantificado indiretamente por meio da determinacao do Al
proveniente da substancia e do teor deste elemento no caulim. No calculo do Al oriundo
do Caulim, subtraiu-se, do total de Al das fezes, o teor de Al das fezes puras antes do
fornecimento do Caulim. A determinacdo do aluminio foi realizada por meio do
procedimento analitico proposto no Artigo 2.

As amostras de suplemento, forragem e fezes foram ainda quantificadas para o teor
de FDNi (marcador interno, utilizado na estimativa do consumo de MS a partir da
excregao fecal), segundo o método descrito por Van Soest et al., (1991). Porém, adotou-

se incubacéo ruminal in situ por 240 horas, como sugerido por Orskov et al., (1980).

Calculos
A estimativa da excregao fecal (EF) foi estimada conforme descrito por Smith &
Reid (1955) e o consumo de matéria seca de suplemento, de forragem e total de acordo

com as equagodes descritas por Fernandes et al. (2012) e Ferreira et al. (2009).

Anélises estatisticas

Em ambos os experimentos os dados foram analisados segundo um modelo que
considerou, além do efeito fixo de tratamento, os efeitos aleatérios de ensaio (3
ensaios/experimento) e de animal dentro de ensaio.

Para se avaliar o efeito dos horarios de coletas de fezes sobre as estimativas, no

experimento 1, as estimativas de excrecéo fecal, e consumos de MS total, da forragem
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e do suplemento foram comparadas a partir de um modelo que considerou, além dos
efeitos fixos de hora da coleta e do marcador utilizado, os efeitos aleatorios de ensaio e
de animal dentro de ensaio.

Quando verificado efeito de tratamento de marcadores, os tratamentos foram
comparados pelo teste de Dunnett. Utilizou-se o SAS University (SAS Institute Inc., Cary,
CA, EUA) em todas as andlises estatisticas. Adotou-se um nivel de significancia de 5%

em todas as analises estatisticas.

Resultados
Experimento 1. Nao foram verificadas diferengas significativas (P=0,798) na
determinacao da excrecao fecal utilizando-se os marcadores externos diéxido de titanio
ou caulim (Tabela 1). Também nao foi detectada diferenga (P>0,05) entre os valores
médios estimados de consumo de matéria seca de suplemento, forragem e total,
utilizando-se os mesmos marcadores fecais.

Quando as médias da excregao fecal ou do consumo baseadas nas coletas de
fezes realizadas em diferentes horarios (0800h, 1600h ou composta), foram comparadas,

também nao foi verificado efeito significativo (P>0,05) destes horarios (Tabela 2).

Experimento 2. As estimadas de excregdes fecais de matéria seca diferiram (P = 0,002)

entre si, quando os marcadores caulim e didxido de titdnio foram comparados (2,70 e

5,25 kg/d, respectivamente; EPM = 0,357) (Figura 1).

Discussao
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Experimento 1. O uso de didxido de titdnio apresenta grandes vantagens como marcador
externo, pois além do fato de que ele é permitido legalmente ser adicionado ao alimento,
€ um po com coloracao branca sem odor ou sabor, ndo influenciando o consumo do
suplemento quando fornecido aos animais (Myers et al. 2004). Souza et al. (2015),
Ferreira et al. (2009), Marcondes et al. (2008), Myers et al. (2004) e Titgemeyer et al.
(2001) também concluiram que este marcador é eficaz e sua estimativa de excregcéo
fecal ndo apresenta diferencga significativa, quando comparado a coleta total de fezes.
Concluindo ser um marcador eficiente, que apresenta resultados consistentes, tornando
valido os resultados obtidos para comparagao (Tabela 1).

Partindo dessa premissa, os resultados mostraram semelhanga das estimativas de
excrecao fecal e consumos de matérias seca feitas a partir do uso do caulim (Tabela 1).
Pode-se inferir que este marcador estudo € adequado para estimar avaliagdes
nutricionais de bovinos em sistema de pastejo, se apresentando como uma nova
alternativa como marcador fecal igualmente o didxido de titanio.

Por outro lado, os marcadores podem apresentar variagdes nas concentragdes
fecais devido a sua administragdo aos animais, devido a manejos rigorosos que exigem
levar os animais ao curral duas ou mais vezes por dia. Assim, o estudo tem possibilitado
ajustes nas coletas (uma vez ao dia) e analises (vicio de amostragem e procedimentos
laboratoriais), melhorando a precisao das técnicas para estimativas de consumo de
matéria seca (Tabela 2).

Diversos estudos (Oliveira et al., 2004; Detmann et al., 2001) corroboram o aqui
observado (que uma unica coleta de fezes por dia, apresenta resultados coerentes com

os valores observados ao se trabalhar com amostras compostas de coletas em varios
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horarios). Isto abre a possibilidade de se diminuir a mao de obra, facilitar o manejo e
reduzir o estresse dos animais durante o periodo de experimento de digestibilidade.

Diante desse cenario, o Caulim, além de apresentar resultados semelhantes ao
marcador utilizado mundialmente, apresenta menor custo, tornando-o uma alternativa
viavel para os estudos de digestibilidade de animais a pasto.

Outras vantagens do uso do Caulim como marcador se dao ao fato de ser inerte e

composto natural, ndo sendo prejudicial ao animal e saude humana (Trckova et al.,
2009).
Experimento 2. Segundo Owens & Hanson (1992), na administracdo de marcadores via
suplemento existe grande variabilidade na sua concentragao nas fezes. Isto pode ser
devido as variagdes no consumo diario do suplemento. As variagcbes no consumo de
suplemento (devido a estresse, dominancia hierarquica, etc...), afetam diretamente o
consumo do marcador misturado a este suplemento, alterando assim a excrecgao fecal
destes marcadores, e as estimativas de excrecdo e consumo dai derivadas. Podendo
confirmar os dados observados por meio da diferenca entre as estimativas de excrecdes
fecais entre os marcadores avaliados (Figura 1).

Diferente dos dados obtidos, Ribeiro et al. (2018) observaram que ofornecimento
do caulim como marcador fecal, por meio do suplemento de bovinos, segundo resulta
em estimativas semelhantes aos valores reais (coleta total). Concluindo-se que a
substancia além das caracteristicas apresentadas, possui grande potencial de ser
fornecido por meio da alimentag&o, ndo havendo a necessidade de manejo rigoroso com

consequéncias negativas sobre o comportamento ingestivo dos animais.
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Diante disso, 0 que se aplica nos resultados obtidos (Figura 1) que poderia explicar
esta maior variagdo nas estimativas, segundo Rodrigues et al. (2010) seriam as perdas
que podem ocorrer por adesao no cocho ou durante a mastigacido, levando a uma
ingestao dos marcadores menor que a esperada. O que pode ser explicado no presente
estudo, pois observou-se a presenca de residuos brancos no cocho apos o consumo de
suplementos adicionados com diéxido de titanio e com caulim, no estudo. Neste caso,
possivelmente uma recuperacgao incompleta do marcador caulim pode ter levado a estes

resultados divergentes (Figura 1).
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Tabela 1. Utilizagdo do caulim ou do diéxido de titdnio para a estimativa de excregao

fecal e do consumo de matéria seca de garrotes nelore em pastejo

Marcador externo

Item TiO2 Caulim EPM* Valor —p
Excrecéo fecal, kg/d 4,0188 4,1031 0,2322 0,7976
CFO, kg/d 6,6796 6,8775 0,4009 0,6930
CSUP, kg/d 0,6698 0,6741 0,0561 0,9258
CMS, kg/d 7,3494 7,5516 0,4346 0,7098

*EPM: Erro padrao médio.

CFO: Consumo de forragem utilizando FDNi como marcador interno;

CSUP: Consumo de matéria seca de suplemento;

CMS: Consumo de matéria seca total utilizando FDNi como marcador interno.
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Tabela 2. Utilizagdo de amostras de fezes coletadas em diferentes horarios ou da

amostra composta destas na estimativa da excrec¢ao fecal e do consumo de matéria seca

em garrotes Nelore em pastejo

Horas de coleta de fezes

Item 08h00min 16h00min Composta EPM* Valor- P
Excrecgéao fecal, kg/d 3,8322 4,0251 4,0610 0,2256  0,3930
CFO, kg/d 6,4077 6,7355 6,7786 0,4429 0,4012
CSUP, kg/d 0,6719 0,6640 0,6720 0,0483  0,9547
CMS, kg/d 7,0797 7,3995 7,4505 0,4796 0,4610

*EPM: Erro padrao médio.

CFO: Consumo de forragem utilizando FDNi como marcador interno;

CSUP: Consumo de matéria seca de suplemento;

CMS: Consumo de matéria seca total utilizando FDNi como marcador interno.
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Adminstrac¢ao via suplemento

P =0,002
EPM = 0,46

Caulim Di6xido de titanio
1236  Figura 1. Médias dos quadrados minimos da excregéo fecal (kg/d) estimada a partir do
1237 dioxido de titdnio e do caulim, administrados via suplemento de garrotes Nelore em
1238 pastejo.
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Capitulo 4. Capitulo redigido conforme as normas da revista Animal
Caulim como marcador de consumo de suplemento de bovinos em pastejo

Titulo curto: Caulim como marcador de digestao de bovinos

Resumo

Foram realizados dois experimentos simultaneos para avaliar a substituicdo do LIPE®
como estimador da excregao fecal, e do 6xido créomico como estimador do consumo de
suplemento por Caulim (Exp. 1) e dioxido de titdnio (Exp. 2). Foram utilizados doze
garrotes Nelore (4 garrotes/tratamento; 233 + 6,2 kg de PC). Os animais foram
distribuidos em um delineamento de quatro quadrados latinos 3 x 3 simultdneos. No
modelo, considerou-se o efeito fixo de tratamento, e os efeitos aleatérios de animal
(dentro de cada QL), periodo e de quadrado latino. Quando verificado efeito de
tratamento, os tratamentos de substituicdo foram comparados com o tratamento controle
pelo teste de Dunnett. Adotou-se um nivel de significancia de 5% em todas as analises.
Foi estimada a regresséo linear dos dados observados pelos dados preditos por cada
tratamento e avaliados o coeficiente de determinacdo e o teste F simultaneo para
identidade dos paréametros. Outros critérios utilizados foram o coeficiente de correlagao
e concordancia, a raiz quadrada do quadrado médio do erro da predicao e a particdo do
quadrado médio do erro de predicdo em vicio médio, vicio sistematico e erro aleatdrio.
Todos os calculos das estatisticas de avaliagao foram realizados utilizando-se o MES.
Observou-se valores médios semelhantes de excregdo fecal (P = 0,05) quando
comparadas as médias entre as estimativas pela LIPE® vs. caulim e LIPE vs. TiO2. Nao
houve efeito (P = 0,05) no consumo de matéria seca de suplemento, forragem e total
entre os marcadores (caulim vs. Cr203 e TiO2 vs. Cr203). Observou-se que as estimativas
por meio do TiO2 apresentaram dados menos dispersos e maior CCC (R?= 0,54 e 0,32;
CCC=0,74 € 0,62, respectivamente), maior valor do quadrado médio do erro de predigéo
observado na estimativa pelo caulim (RQMEP = 40,5) quando comparado ao TiO2
(RQMEP = 30,4). As estimativas pelo Caulim apresentam menor erro aleatério (82,5 %)
comparado ao TiO2. (98,9 %), com maior possibilidade de correcbes aditivas e

multiplicativas do modelo, respectivamente, possibilitando alcangar resultados de
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consumo de suplemento mais consistentes a partir das estimativas realizadas pelo
marcador. Concluiu-se que os marcadores externos caulim e TiO2, foram capazes de

estimarem a excrecao fecal e os consumos de matéria seca de bovinos de corte a pasto.

Palavras-chave: Dioxido de titanio, Excregao fecal, Ingestao diaria

Introducgao

Animais em regime de pastejo podem ter avaliagdes nutricionais estimadas
separadamente mediante a técnica de associacdo de marcadores de consumo
(Titgemeyer et al., 1997; Cochran et al., 1986). Essa técnica é realizada por meio do
fornecimento de trés marcadores diferentes ao animal, ou seja, a administragdo de um
marcador externo via oral afim de estimar a excre¢do fecal, um segundo marcador
externo via suplemento para a estimativa do consumo de suplemento, e por fim, um
marcador interno para estimar diretamente o consumo de forragem.

Por outro lado, como todos os marcadores em estudos ainda apresentam limitagdes
(Wang et al., 2017; Saliba et al., 2015; Rodrigues et al., 2010), a busca por novas
substancias que apresentem propriedades favoraveis se justifica. Como alternativa
destaca-se o caulim, possivel marcador externo para estimar o consumo, pois trata-se
de um elemento cujas caracteristicas evidenciam possibilidade de uso, sendo um mineral
inerte, de ampla faixa de pH (3 a 9), facil dispersao, baixa condutividade térmica e
elétrica, pouca abrasividade, baixo custo (Trkova et al., 2009; Luz et al. 2008).

Outras caracteristicas favoraveis ao uso dessa substancia, se da pelo fato de o
Brasil deter aproximadamente 28% das reservas mundiais de caulim, demonstra a

facilidade de obtencdo o que o torna candidato para servir de marcador coletivo de
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consumo, ou seja, apresenta baixo custo e, por ser utilizado como composto inerte por
algumas empresas para “preencher” formula¢des de dietas para animais, requer assim,
manejo de administragdo menos rigoroso. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar
0 uso de caulim e dioxido de titdnio para estimativa de excregao fecal e consumo de

matéria seca de suplemento de garrotes Nelore em pastejo.

Material e métodos

Todos as analises quimicas de laboratérios foram diligentemente realizadas
conforme as normas de seguranga do Laboratério de Nutricdo Animal da Embrapa Gado
de Corte. Manejo e cuidado dos animais para os experimentos foram realizados de
acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais Agricolas em Pesquisa e Ensino
(FASS, 2010). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de ética no uso de

animais da EMBRAPA Pantanal, Corumba, MS, Brasil, No. 15/2017.

Animais, dieta e manejo
Realizou-se dois experimentos simultdneos afim de avaliar o uso do Caulim (Exp.
1) e dioxido de titanio (Exp. 2) como substitutos ao LIPE® para estimativa de excregao
fecal e ao 6xido crOmico para estimativa do consumo de matéria seca (MS) do
suplemento, na estimacédo da excregao fecal e do consumo de matéria seca total de
garrotes Nelore em pastejo.
Para isso foram utilizados doze garrotes Nelore (4 garrotes/tratamento; 360 dias de
idade; 233 + 6,2 kg e 277 + 6,8 kg de PC inicial e final, respectivamente), sendo

distribuidos em um delineamento de quatro quadrados latinos (3x3) simultaneos.
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No tratamento 1, os animais receberam 500 mg/dia de LIPE® via oral, como
marcador de excrecao fecal e, mais 2,0 kg de suplemento concentrado (1,0 kg na parte
da manha e 1,0 kg na parte da tarde) contendo Caulim e diéxido de titanio, nas
proporgdes de 4 e 1% respectivamente, como marcadores de consumo de matéria seca
de suplemento. No tratamento 2, os animais receberam 500 mg/animal de LIPE®
fornecida via oral, como marcador de excregdo fecal e, mais 2,0 kg de suplemento
concentrado (1,0 kg na parte da manha e 1,0 kg na parte da tarde) contendo 1% de 6xido
cromico, como marcador de consumo de matéria seca de suplemento. Por fim, no
tratamento 3, os animais receberam 80 g de Caulim e 20 g de dioxido de titanio via oral,
como marcadores de excregao fecal e, mais 2,0 kg de suplemento concentrado (1,0 kg
na parte da manha e 1,0 kg na parte da tarde) contendo 1% de 6xido crébmico, como
marcador de consumo de matéria seca de suplemento.

Foram avaliados trés periodos experimentais, com duracdo de dezesseis dias de
coleta de dados, cada. Nos trés primeiros dias de cada ensaio ofereceu-se aos animais
o pasto e o suplemento sem os marcadores, a fim de se conhecer a concentracido de Al
derivada da dieta (Al basal). O fornecimento dos marcados testados via sonda esofagica
e/ou suplemento comecou a partir do 4° dia e, para se alcancar o equilibrio da excrecao
fecal, esperou-se até o 10° dia antes de iniciar-se as coletas. As coletas de fezes foram

feitas entre o0 11° e 16° dia.

Alojamento e Dieta
Durante os periodos, os animais ficaram alocados em uma area de 25 hectares

com Brachiaria brizantha cv. Marandu com 2.542,5 kg MS/ha de massa forrageira (8,4
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% proteina bruta; 56,5 % nutrientes digestiveis totais; 65,3 % fibra em detergente neutro;
35,5 % fibra em detergente acido; 89,6 % matéria organica; 0,08% de Al; com base na
MS), sendo manejados pelo método de pastejo continuo. O suplemento mineral proteico-
energético® que era fornecido aos animais, incluiu 20 % de proteina bruta e 79 % de
nutrientes digestiveis totais. Contendo em sua composigdo milho, farelo de soja,
carbonato de calcio, sal, fosfato bicalcio micro, melago po, ureia, enxofre pd, éxido de
magnésio, 6xido de zinco, sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato de cobalto,

iodato de calcio e selenito de sddio.

Manejo

Ao inicio de cada periodo, procedeu-se a pesagem com jejum de solidos dos
animais. Os animais eram levados ao curral duas vezes ao dia, as 08h00Omin e as
16h00min, para serem feitas as coletas retais de fezes e o fornecimento dos marcadores
por via oral e/ou via suplemento aos animais.

A cada periodo foi feita uma avaliacdo quantitativa e qualitativa do pasto. Foi
realizada uma avaliagdo da disponibilidade da forragem pelo o método do “rendimento
comparativo” descrito por Haydock & Shaw (1975). A fim de se estimar o valor nutricional
da pastagem consumida pelos animais, realizou-se a amostragem do pasto pelo método

do pastejo simulado (Euclides et al., 1992).

Anélises laboratoriais
O Caulim® (Silicate e Industria e Comércio Ltda; Nova Campina, SP, Brasil), foi

oriundo de extrag&o e processamento de rocha do grupo sedimentar metamarfica, sendo
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o silicato de aluminio como principal ingrediente com 8,67 % de Al. O produto apresenta
densidade de 0,8 g/cm?, pH de 6,5 com granulometria de 99,9 < 0,3mm < 0,1% e 82% <
0,075mm < 1 8%. Por ser um produto comercial e sua composicao variar de acordo com
a regiao, se faz necessario todas as avaliagbes fisicas e quimicas especificas de cada
composto por estudo.

Amostras de fezes, pasto e suplemento, depois de pré-secas em estufa de
ventilagao forgada (55 °C/72 h) foram trituradas em moinho inox com peneira de 1 mm.
A concentragéo da LIPE® nas fezes foi realizada por Espectrofotdmetro Infravermelho
FTIV pelo Laboratério de Nutricdo Animal de Minas Gerais, de acordo com Saliba et al.,
(2015). A dosagem de cromo nas fezes foi realizada por espectrofotometria de absorgcéo
atdbmica, conforme método descrito por Silva & Queiroz (2002), e, o teor de titanio nas
fezes foi mensurado por espectrofotometria colorimétrica conforme metodologia descrita
por Myers et al., (2004).

O teor do caulim foi quantificado indiretamente por meio da determinacao do Al
proveniente da substancia, corrigindo os resultados finais extraindo-se o Al da
concentragéo das fezes puras (Al original da dieta). A determinagdo do aluminio foi
realizada por meio do procedimento analitico proposto no artigo anterior (Artigo 2).
Podendo ser calculado pela seguinte Equacgéo [1].

Al.caulim, mg/kg = Al.total — Al.basal Eq. [1]

Onde, Al.caulim é a concentracao de Al proveniente do caulim, mg/kg; Al.total é a
concentragao de Al proveniente do caulim + Al presente nas fezes puras, mg/kg; Al.basal

é a concentracao de Al presente nas fezes puras, mg/kg.
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Quanto a determinagdo do marcador interno FDNi, as amostras de suplemento,
forragem e fezes foram quantificadas segundo o método descrito por Van Soest et al.,
(1991). Porém, adotou-se incubagéo ruminal in situ por 240 horas, como sugerido por
Orskov et al., (1980).

Por fim, a estimativa da excrecgao fecal (EF) foi obtida conforme descrito por Smith
& Reid (1955), de acordo com Equacgéo [2].

EF (kg/d) = {{[MEoferta * (MEconc/1000)] / MEfezes} Eq. [2]

Onde, MErerta € a quantidade diaria de marcador externo oferecido ao animal (g/d),
ME-conc € a concentragao do marcador externo oferecido (g/kg) e MErezes € a concentragéao

do marcador externo nas fezes (g/kg).

O consumo de matéria seca de suplemento (CSUP) foi estimado segundo a
Equacao [3].
CSUP (kg/d) = [(EF * MEfezes) / MEsupi] Eq. [3]
Onde, EF é a excregéo fecal (kg/d), MEsezes € a concentracdo do marcador externo

nas fezes (kg/d) e MEsyp € a concentragédo do marcador externo no suplemento (kg/kg).

As estimativas do consumo de matéria seca total (CMS) e de forragem (CFO) foram
obtidas de acordo com as Equacdes [4] e [5].
CMS (kg/d) = {[(EF * Mltezes) — (CSUP * Mlsupi)] / Mlorr} + CSUP Eq. [4]
CFO (kg/d) = [(CMS) — (CSUP)] Eq. [5]
Onde, EF ¢ a excrecao fecal (kg/d), Mltezes € @ concentragdo do marcador interno

nas fezes (kg/kg), CSUP é o consumo de matéria seca de suplemento (kg/d), Mlsupl € a
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concentragdo do marcador interno no suplemento (kg/kg), Ml € @ concentragéo do

marcador interno na forragem (kg/kg).

Analises estatisticas

No modelo, considerou-se o efeito fixo de tratamento, e os efeitos aleatorios de
animal (dentro de cada QL), periodo e de quadrado latino. Quando verificado efeito de
tratamento de marcadores, os tratamentos foram comparados pelo teste de Dunnett.
Utilizou-se o SAS University (SAS Institute Inc., Cary, CA, EUA) em todas as analises
estatisticas.

A avaliagao da adequacao dos resultados de predigéo foi realizada como sugerido
por Tedeschi (2006). Foi estimada a regressao linear dos dados observados (Dioxido de
Titanio ou Caulim) pelos dados preditos (Oxido Cromico ou LiPE) por cada tratamento e
avaliados o coeficiente de determinagéo (R?) e o teste F simultaneo para identidade dos
parametros (80 = 0 e f1 =1). Outros critérios utilizados foram o coeficiente de correlagao
e concordancia (CCC), a raiz quadrada do quadrado médio do erro da predicao (RQMEP)
e a particao do quadrado médio do erro de predicdo em vicio médio, vicio sistematico e
erro aleatdrio. Todos os calculos das estatisticas de avaliacdo foram realizados
utilizando-se o] MES - Model Evaluation System
(http,//nutritionmodels,tamu,edu/mes,htm, College Station, TX, USA; Tedeschi, 2006).

Adotou-se um nivel de significancia de 5% em todas as analises estatisticas.

Resultados



1429

1430

1431

1432

1433

1434

1435

1436

1437

1438

1439

1440

1441

1442

1443

1444

1445

1446

1447

1448

1449

1450

1451

55

Os resultados comprovam disponibilidade média de massa forrageira oferecida aos
animais do presente estudo (2454,0 kg MS/ha), suficiente para se manter um 6étimo
desempenho para bovinos de corte, nao interferindo nos resultados obtidos das
avaliagdes nutricionais dos animais (Tabela 1).

Observou-se valores médios semelhantes de excrecao fecal (P = 0,8992), e
consumos de MS quando comparadas as médias das estimativas pelo uso do LIPE® e
do Caulim fornecidos via oral (Tabela 2).

N&o houve também diferengas (P = 0,05) na estimativa do consumo de MS de
suplemento, forragem e total quando o Caulim substituiu o0 CroO3 como marcador de
consumo de suplemento.

Semelhantemente, 0 marcador externo dioxido de titanio ndo apresentou diferenca
significativa (P = 0,9016) na estimativa de excrec¢éo fecal, quando comparadas as médias
com os valores observados pela LIPE®, sendo que a média foi de 4,02 kg de fezes
diariamente (Tabela 3).

Nao foi observado diferengca (P = 0,05) no consumo de matéria seca total,
suplemento e forragem entre os marcadores (TiO2 vs, Cr203) (Tabela 3). Sendo o
consumo medio de MS total representando cerca de 2,94 % do peso corporal médio dos
animais sob suplementacao durante o ensaio de avaliagao nutricional.

A partir dos resultados de consumo de matéria seca de suplemento obtidos nos
dois estudos (Caulim vs. Cr203 e TiO2 vs. Cr203, respectivamente), ndo foi observado
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 4). No entanto, observou-se que as
estimativas por meio do TiO2 apresentaram dados menos dispersos e maior CCC,

indicando maior acuracia e precisdo quando comparado ao Caulim.
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O maior valor do quadrado médio do erro de predicdo observado na estimativa pelo
caulim (RQMEP = 40,5) quando comparado ao TiO2 (RQMEP = 30,4), indica baixa
precisdo nos resultados (Tabela 4). Ao avaliar o erro de predigdo desses estudos,
utilizando RQMEP dividido pelo consumo de suplemento meédio observado dos
respectivos estudos, verifica-se que o menor erro de predigéo (43,2 %) ocorreu com o
uso do TiO2.

A decomposicdo do RQMEP em vicio médio, sistematico e erro aleatorio permitem
constatar que as estimativas pelo TiO2 e Caulim apresentaram um somatério de 1,04 %
e 17,5 %, respectivamente (Tabela 4). Por outro lado, as estimativas pelo Caulim
apresentam menor erro aleatério comparado ao TiO2 com maior possibilidade de
correg¢des aditivas e multiplicativas do modelo, respectivamente, possibilitando alcancar
resultados de consumo de suplemento mais consistentes a partir das estimativas

realizadas pelo marcador.

Discussao

A lignina isolada purificada e enriquecida (LIPE®) e oxido cromico (Cr203) s&o
utilizados como substancias referéncias para marcacao de excrecao fecal e de consumo
de suplemento para animais em pastejo (Ribeiro et al., 2018; Saliba et al., 2015;
Fernandes et al., 2012; Rodrigues et al., 2010; Ferreira et al., 2009).

Com isso, como os resultados obtidos pelo caulim ndo diferiram dos observados,
comprova-se ser um bom marcador de excregao fecal, com a vantagem de apresentar

baixo custo, facil administragao, podendo ser fornecido individualmente e/ou adicionado
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a dieta, aléem de facil analise, possibilitando repeticdo de dados quando necessario
(Tabela 2).

Outro ponto importante, segundo Trckova et al. (2009) se da que o uso de caulim é
considerado um medicamento para prevenir uma série de materiais toxicos, ndo apenas
no meio ambiente, mas também nos organismos vivos. Pois, quando adicionado as
dietas de animais, reduz a reabsor¢cdo de toxinas nocivas presentes na alimentagao
através da mucosa intestinal para o organismo, porque as liga firmemente e
seletivamente e, assim, elimina seus efeitos toxicos.

Os resultados de estimativa do consumo de suplemento obtidos com o uso do
marcador Cr203 (Tabela 2) confirmam os verificados por Ribeiro et al. (2018), Ferreira et
al. (2009), Titgemeyer et al. (1997) e Smith & Reid (1955) ao demonstraram que esse
marcador, pode ser utilizado em estudos de consumo de bovinos, comprovando ser um
bom marcador, com a vantagem de ser de baixo custo, facil administragdo e de facil
analise. Além disso, sua utilizagao esta relacionada a facilidade de incorporagao a dieta,
procedimentos analiticos simples, estimativas satisfatérias do consumo de matéria seca
de bovinos a pasto, além de permitir a administragdo por meio da suplementagao,
facilitando o manejo e diminuindo o estresse causado nos animais (Rodrigues et al.,
2010; Morenz et al., 2006; Willians et al., 1962).

No entanto, mesmo sendo incerto que o Cro03 €& considerado um composto
cancerigeno, o fato é que esta substancia necessita ser encaminhada a um laboratorio
e, para que seja quantificado € preciso um processo de digestdo acida das amostras.
Com isso, o Cr.03 é oxidado e transformado em Cr.Os (Souza et al., 2012; Silva &

Queiroz, 2002). Este composto formado apés a digestdo é considerado 100 vezes mais
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toxico que o Cr (lll), assim a exposi¢gao ocupacional a altas gerar diversos problemas
respiratérios, tornando-se um grande risco para causar cancer de pulmao (Wang et al.,
2017).

Sobre o consumo médio de matéria seca estimado para os animais (Tabela 2 e 3),
esses resultados podem estar associados a disponibilidade de forrageira com alto valor
nutritivo encontrados na dieta oferecida aos animais. Segundo Horn et al. (1979) o
consumo é influenciado positivamente, quando esta associado com alta digestibilidade
de forragem, baixo teor de lignina, alto teor de proteina bruta e médio de FDN, na dieta
total oferecida aos animais. Outros fatores importantes sao os fatos desses animais
estarem recebendo um suplemento multiplo e terem sidos amansados e adaptados ao
manuseio um més antes do inicio dos experimentos, reduzindo o efeito do estresse de
manejo sobre o comportamento ingestivo do animal.

O uso de TiO2 apresenta grandes vantagens sobre o Cr.0O3, pois além do fato de
que ele é permitido legalmente ser adicionado ao alimento, € um p6 com colorag&o
branca sem odor ou sabor, ndo influenciando o consumo do mesmo quando fornecido
aos animais por meio da suplementacao (Myers et al. 2004). Portanto, os resultados de
excrecdo fecal e os consumos de matéria seca deste estudo mostra que,
independentemente do tipo de marcador, todas as substancias avaliadas possuem a
capacidade para estimarem o consumo individual de matéria seca de forragem e
suplemento e que a escolha dependera da disponibilidade do marcador, valor, condicdes
do laboratdrio para as analises (Tabela 3).

O marcador externo TiO2 € insoluvel em agua, de coloragéo branca, sem odor ou

sabor (Cavalcanti et al., 2013). Este pode ser utilizado como substituto do 6xido crémico,



1520

1521

1522

1523

1524

1525

1526

1527

1528

1529

1530

1531

1532

1533

1534

1535

1536

1537
1538
1539
1540
1541
1542
1543
1544

59

nao é afetado pelas diferentes condicbes de alimentacdo e n&o apresenta limitagao
quanto a sua incluséo na dieta animal (Sampaio et al., 2011). Apresenta como vantagem
a inexisténcia de propriedades carcinogénicas (Cavalcanti et al., 2013).

Em estudos com novilhos, Titgemeyer et al. (2001) também indicaram a
possibilidade de uso desta substancia para bovinos. Uma das principais limitacoes
encontra-se na escolha da técnica para determinacdo do marcador que deve apresentar
resultados quantitativos precisos e nao apenas qualitativos (Cavalcanti et al., 2013).

Semelhantemente ao didxido de titanio, o caulim apresenta caracteristicas que o
evidenciam como potencial marcador externo em estudos de consumo e digestibilidade,
como ser inerte em ampla faixa de pH, facil disperséo, baixa condutividade térmica e
elétrica, pouca abrasividade, baixo custo e boa resisténcia ao ataque quimico por acidos
ou alcalis. Para a mensuracdo da substancia via fezes, € preciso determinar a
concentragdo de algum de seus elementos, ou seja, pelo fato do Al de estar presente
nas forrageiras em concentragdo muito pequena, e metodologia analitica mais pratica,

leva a acreditar que este elemento € a escolha mais coerente.
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Tabelas
Tabela 1. Composigao quimica e disponibilidade da pastagem Brachiaria brizantha cv.
Marandu nos meses do experimento e do suplemento proteico-energético fornecido aos

animais
Pastagem

ltem Agosto Setembro Outubro Novembro Suplemento
Matéria seca, g/kg MS 411,9 304,2 290,5 243,2 941,0
Proteina bruta, g/kg MS 74,7 80,5 88,1 91,3 200,4
Extrato etéreo, g/kg MS 16,8 20,1 23,8 22,2 45,5
Matéria organica, g/kg 879,8 890,4 902,1 913,6 814,0
MS
FDN, g/kg MS 687,9 670,3 656,2 5971 197,0
CIDN, g/kg MS 67,2 50,9 77,9 42,2 52,0
PIDN, g/kg MS 9,22 11,78 9,64 18,41 15,33
FDA, g/kg MS 406,5 359,7 337,3 318,0 51,3
CIDA, g/kg MS 43,1 36,5 38,3 29,8 0,1
PIDA, g/kg MS 6,85 5,78 9,17 12,5 8,20
NDT', g/kg MS 550,9 558,3 564,1 588,8 797,6

Massa de forragem, 2052,6 2161,8 2225,0 3730,2 -
kg/ha

FDN: Fibra em detergente neutro; CIDN: Cinza insoluvel em detergente neutro; PIDN:
Proteina insoluvel em detergente neutro; FDA: Fibra em detergente acido; CIDA: Cinza
insoluvel em detergente acido; PIDA: Proteina insoluvel em detergente acido; NDT:
Nutrientes digestiveis totais.

'Dados estimados de acordo com Capelle et al. (2001) a partir da equagédo: NDT
(forragem) = (83,79 — 0,4171 * FDN) e NDT (suplemento) = (91,0246 — 0,571588*FDN).
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Tabela 2. Utilizagdo do caulim como substituto ao LIPE® para estimativa de excregdo

fecal e ao 6xido crébmico para estimar o consumo de suplemento, na estimacao da

EP

0,210
0,098
0,315

Valor - p
0,8982
0,9547
0,7052

excrecao fecal e do consumo de matéria seca de garrotes nelore em pastejo
Tratamento
LIPE® e Caulim Caulim
Cr203 substituindo substituindo
ltem LIPE® Cr203
Excregao fecal, kg/d 4,044 4,103 3,995
CSUP, kg/d 0,704 0,674 0,694
CFO, kg/d 6,774 6,877 6,579
CMS, kg/d 7,477 7,552 7,273

0,321

0,7851

"EPM: Erro padrdo médio;

CSUP: Consumo de matéria seca de suplemento;

CFO: Consumo de forragem, utilizando FDNi como indicador interno;

CMS: Consumo de matéria seca total, utilizando FDNi como indicador interno.
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Tabela 3. Utilizagao do dioxido de titanio como substituto ao LIPE® para estimativa de
excregao fecal e ao 6xido crbmico para estimar o consumo de suplemento, na

estimacgao da excregao fecal e do consumo de matéria seca de garrotes nelore em

pastejo
Tratamento

LIPE® e TiO2 TiO2

Cr203 substituindo  substituindo
ltem LIPE® Cr203 EP* Valor — p
Excregao fecal, kg/d 4,044 4,018 3,995 0,1071 0,9016
CSUP, kg/d 0,704 0,670 0,691 0,104 0,8650
CFO, kg/d 6,774 6,680 6,580 0,159 0,6931
CMS, kg/d 7,477 7,349 7,270 0,167 0,6414

"EPM: Erro padrdao médio;

CSUP: Consumo de matéria seca de suplemento;

CFO: Consumo de forragem, utilizando FDNi como indicador interno;

CMS: Consumo de matéria seca total, utilizando FDNi como indicador interno.
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Tabela 4. Avaliacdo dos modelos de predicdo da excrecdo fecal e consumo de

suplemento por diferentes marcadores externos

Estatistica de adequag&o?

Vicio Vicio Erro
R2 Teste F CCC RQMEP
médio Sistematico aleatdrio
Cr20s3vs. Caulim 0,32 0,883 0,62 40,5 0,113 17,37 82,5

Cr203vs. TiO2 0,54 0949 0,74 304 0,365 0,673 98,9

’RQMEP ¢ o quadrado médio do erro da predigdo, %; R?> é o coeficiente de
determinacao da regresséo linear dos dados observados pelos dados preditos; Teste
F & o valor P para o teste simultdneo para identidade dos parametros (B0 =0 e 1 =
1) da regressao linear dos dados observados pelos dados preditos; CCC € o
coeficiente de correlagcédo e concordancia.



