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RESUMO

Cinco novilhas mesticas foram utilizadas com o objetivo de se validar o NANOLIPE
como indicador de consumo em bovinos leiteiros. Os resultados obtidos com o referido
indicador foram comparados com outros trés métodos de afericdo do consumo: coleta
total, proteina bruta fecal, e Lignina Klason (em combinagdo com o NANOLIPE). Néao
houve diferenca entre os métodos testados (P > 5%), fato que valida o NANOLIPE
como indicador para estimativa de consumo. Também foram determinados a melhor
forma e o melhor horério de coleta das fezes nos estudos com o NANOLIPE. A
combinagdo do NANOLIPE (indicador externo) com a Lignina Klason (indicador
interno) se mostrou uma alternativa simples e eficiente para determinar o consumo.
Com o objetivo de se avaliar estatisticamente a linearidade do método de espectrometria
no infravermelho com transformada de Fourier, para quantificacdo do indicador
NANOLIPE em fezes de bovinos leiteiros, uma curva analitica em matriz foi criada.
Definiram-se quatro niveis de concentracdo para avaliacdo da faixa linear de trabalho,
sendo estes: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 miligramas de NANOLIPE por grama de fezes. A
altura do pico de absorbancia no nimero de onda 1035,62 cm™ proporcionou a relagéo
mais adequada a determinagcdo do NANOLIPE nas fezes. Foram aplicados os testes:
Ryan-Joiner, Durbin-Watson e Brown-Forsythe para verificar a normalidade, a
independéncia e a homocedasticidade dos residuos, respectivamente. A analise de
variancia demonstrou serem ndo significativos os desvios de linearidade. O valor do
coeficiente de correlacdo de 0,9998, sustentado pela avaliacdo estatistica apresentada, €
excelente.

Palavras-chave: consumo, digestibilidade, indicador, lignina, producéo fecal



ABSTRACT

Five crossbred heifers were used in order to validate the NANOLIPE as a marker to
estimate dry matter intake in dairy cattle. The results obtained with this marker were
compared with three other methods: total collection, fecal crude protein and Klason
Lignin (in combination with NANOLIPE). There was no difference between the
methods tested (P> 5%), a fact that validates the NANOLIPE as an efficient marker in
estimating dry matter intake. The best way and time of fecal sampling in studies with
NANOLIPE were also determined. The combination of Klason Lignin (internal marker)
with NANOLIPE (external marker) proved to be a simple and efficient alternative to
determine dry matter intake in dairy cattle. In order to statistically evaluate the linearity
of the method of infrared spectrometry with Fourier transform to quantify the marker
NANOLIPE in feces of dairy cattle, an analytical curve in matrix was created. Four
levels of concentration were defined to evaluate the linear range of work: 0.05, 0.10,
0.15, 0.20 milligrams of NANOLIPE per gram of feces. The height of the absorbance
peak at wavenumber 1035.62 cm™ provided the most appropriated relationship to
determine NANOLIPE. Three tests were applied to ensure normality, independence and
homoscedasticity of the residuum, respectively: Ryan-Joiner, Durbin-Watson and
Brown-Forsythe. Analysis of variance showed that the deviations of the linearity were
no significant. The value of the correlation coefficient of 0.9998, supported by the
statistical analysis presented is excellent.

Keyword: digestibility, fecal output, intake, lignin, marker
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INTRODUCAO GERAL
Para validacdo do NANOLIPE, este trabalho foi dividido em quatro capitulos.

Apresentou-se, inicialmente, a revisdo de literatura no Capitulo 1. Nesta, pontuou-se
acerca da importancia da afericdo do consumo na bovinocultura leiteira e das metodologias
disponiveis para sua realizacdo. Em seguida, foram expostos os principios da utilizacdo de
indicadores, para estimativa de consumo, e revisados aqueles utilizados nesse estudo: o
NANOLIPE, a proteina bruta fecal; e a Lignina Klason.

A validagdo do NANOLIPE, como um indicador eficiente para estimativa do consumo
pelos bovinos leiteiros, além da definicdo do melhor horério e forma para coleta de fezes,

quando este € utilizado, s@o descritos no Capitulo 2.

O Capitulo 3 tratou da avaliacao estatistica da linearidade do método de espectrometria no
infravermelho para quantificagdo do NANOLIPE em fezes de bovinos.

O Capitulo 4 apresenta as consideracgdes finais com questdes relacionadas a cada um dos
capitulos e propostas para prosseguimento dos estudos nesta linha de pesquisa.

11



CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA
1.1 — Importancia da aferi¢gdo do consumo na bovinocultura leiteira

A producéo leiteira do Brasil, no ano de 2009, ocupou a quinta posi¢do no ranking
mundial divulgado pela Food and Agriculture Organization (FAO), com mais de 29
milhdes de toneladas de leite produzidas (EMBRAPA, 2011). Como em todo sistema de
producdo, almeja-se o constante aumento na eficiéncia produtiva do leite. Produzir mais e
utilizar cada vez menos os recursos financeiros, 0s recursos de médo-de-obra e, mais do que
nunca, os recursos naturais disponiveis, é a busca constante de todos envolvidos na cadeia
produtiva, mas em especial da pesquisa cientifica voltada para essa area.

O consumo de nutrientes, no entanto, é um dos principais fatores limitantes da
eficiéncia da producdo animal, em especial da bovinocultura leiteira, e depende de fatores
ligados ao animal, ao alimento, ao ambiente e suas intera¢6es (Peripolli, 2010). Conhecer
bem essa variavel é fundamental para se entender a complicada dindmica metabdlica
animal e, assim, se atuar no sentido de promover respostas produtivas cada vez melhores.

A constante busca por metodologias confiaveis e préaticas para se aferir o consumo
dos bovinos objetiva, em suma, permitir o eficaz diagndstico nutricional dos rebanhos,
para se formular dietas cada vez mais eficientes e de menor custo. O modelo Cornell Net
Carbohydrate and Protein System (CNCPS) expressa bem o caminho para o qual
convergem os estudos em nutricdo. Ou seja, a criacdo de modelos matematicos, que
utilizem relagcdes mecanicistas, para o diagnostico nutricional e formulacéo de dietas para
bovinos. O CNCPS é constituido de um conjunto de planilhas eletrénicas, e de um extenso
banco de dados, contendo informacdes acerca da composicdo e das caracteristicas dos
alimentos, e dos requisitos nutricionais de diversas categorias de bovinos, submetidos a
diferentes condi¢cGes de manejo e de ambiente (Fox et al., 2004). O consumo animal,
nessas diversas condicdes, € uma das respostas preditas por esse modelo. O constante
desenvolvimento do CNCPS, e outros modelos desse tipo, esta aliado a disponibilizacao de
dados de consumo confiaveis e em grande escala. Portanto, a busca atual de formas
simples, precisas e acuradas de se estimar o consumo, resultara em modelos de predicao
muito eficientes no futuro, podendo até vir a eliminar, em grande parte, a necessidade dos
estudos a campo, e assim, contribuir largamente com o0 avan¢o da pesquisa em
bovinocultura leiteira.

1.2 — A relacdo: consumo, digestibilidade e producao fecal
Consumo, digestibilidade e producdo fecal sdo os trés pilares dos estudos que
objetivam conhecer a qualidade dos alimentos para animais. O consumo e a digestibilidade

sdo indicativos diretos do valor nutritivo de uma dieta, ja a producéo fecal se constitui uma
ferramenta Gtil para estimar os dois primeiros.
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O conhecimento de dois desses fatores sempre permitird a estimativa do terceiro. A
relacdo é bem simples: a producdo de matéria seca fecal (PF) é igual ao consumo de
matéria seca (CMS) multiplicado pela fracdo do alimento que ndo é absorvido, ou seja, um
menos o coeficiente de digestibilidade da matéria seca (DMS). Podemos representar
matematicamente da seguinte forma:

PE = CMS x (1 - DMS)
ou

CMS = PF /(1 - DMS)
ou

DMS = 1 - (PF /CMS)

Teoricamente, 0 método mais simples, que permitiria a afericdo dessas variaveis,
seria a pesagem direta do alimento e das fezes, para se obter o consumo e a producéo fecal,
seguida da aplicacdo da formula matematica, expressa anteriormente, para obtencdo da
digestibilidade. Na préatica, no entanto, em estudos com bovinos, geralmente trabalha-se
com dezenas de animais e em ambientes de dificil controle. Exemplo disso sdo os estudos
com animais soltos em pastejo. Por isso, ao longo dos anos, diferentes métodos tém sido
propostos, e utilizados, com o intuito de facilitar a afericdo daquelas variaveis, de forma
mais eficiente.

1.3 — Metodologias para aferi¢cdo do consumo em bovinos leiteiros

Quando se trabalha com animais confinados a afericdo do consumo, pela pesagem do
alimento oferecido e das sobras é exequivel, embora bastante laboriosa. No entanto,
quando se trabalha com animais em pastejo, sdo impostas grandes limitacoes, tais como:
impossibilidade de se pesar precisamente o alimento consumido e as fezes produzidas,
dificuldade de se obter amostras representativas do que o animal ingere e dificuldade de
obtencdo de dados sem alteracdo no comportamento ingestivo dos animais. No entanto,
diversos métodos para contornar essas limitacdes, na afericdo do consumo nos animais em
pastejo, foram propostos e sdo utilizados.

Segundo Astigarraga (1997), a estimativa de consumo de animais manejados sob
condicdo de pastejo é tdo complexa que todos os métodos utilizados tém limitacGes e
comprometimentos que podem induzir a erros, sendo assim, o autor conclui que, enquanto
nenhuma das técnicas € completamente adequada, cada uma delas tem valor em situacdes
especificas e podem produzir resultados validos, desde que suas limitacGes sejam
conhecidas e consideradas.

A afericdo do consumo de animais em regime de pastejo pode ser feita por métodos:
(a) baseados na diferenca de pesos dos animais; (b) baseados nas diferencas de peso do
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pasto; (c) baseados no comportamento ingestivo dos animais; (d) baseados na predigdo das
caracteristicas da forragem; (e) baseados no desempenho animal; (f) baseados na
quantificacdo de elementos chamados, genericamente, n-alcanos; (g) baseados na obtenc¢ao
da producdo fecal aliada a predicdo da digestibilidade do pasto (Moore e Sollemberger,
1997).

O presente estudo se insere no Ultimo item do paragrafo anterior, ou seja, preconiza-
se a estimativa do consumo de forma indireta, pelo conhecimento da producéo fecal e da
digestibilidade do alimento consumido pelos bovinos. Assume-se aqui, que 0 método mais
simples, e de maior acuracia e precisao, para determinagdo do consumo em ruminantes, em
condicdo de pastejo, baseia-se na predicdo da producdo fecal, através do uso de
indicadores, aliada a predicdo da digestibilidade in vitro do alimento consumido.

A melhor forma de determinacdo da digestibilidade in vitro, no entanto, ndo sera
tratada neste estudo, pois a discussdo dos métodos existentes e utilizados nos laboratdrios
ndo € objetivo desse trabalho. A estimativa de producdo fecal pelo uso de indicadores,
sendo o tema central dessa dissertacédo, tera uma abordagem mais aprofundada.

1.4 — Principios da utilizacdo de indicadores para estimativa da producéo fecal

Indicadores sdo compostos de referéncia usados para monitorar aspectos quimicos
(como a hidrolise e sintese de compostos) e fisicos da digestdo (como a taxa de passagem)
(Owens e Hanson, 1992), promovendo estimativas qualitativas ou quantitativas da
fisiologia animal (Saliba, 1998). Estas substancias, também denominadas indicadores,
tracadores, substancias de referéncia ou substancias indicadoras, sdo rotineiramente
utilizadas para estimar o fluxo da digesta, a digestibilidade e a producdo fecal em diversas
espécies animais. Comparativamente com processos invasivos, os indicadores minimizam
a interferéncia com os padrdes de comportamento animal e simplificam os procedimentos,
tendo em vista a ndo necessidade de utilizacdo de canulas reentrantes no trato digestivo,
sacolas de coleta de fezes e, até mesmo, esvaziamento do trato digestivo ou abate dos
animais (Rodriguez, et al, 2006).

Uma distingdo, para fins didaticos, foi proposta para dividir os indicadores em dois
grandes grupos: indicadores internos e externos. Quando um indicador estd presente
naturalmente no alimento que o animal ingere ele é chamado interno. Quando ndo é uma
substancia encontrada nos alimentos, por ndo participar da constituicdo dos mesmos, ou
ainda por ter sido criado ou modificado em laboratério, ele é chamado indicador externo.
Saliba e Rodriguez (2009) propuseram uma nova classe de indicadores, denominados intra-
indicadores. Estes ultimos compreendem grupamentos funcionais constituintes de
moléculas, como as metoxilas e hidroxilas fendlicas presentes na molécula de lignina.

Qualquer substancia, ou composto quimico, deve cumprir dois principios basicos
para ser utilizada como indicador: ndo sofrer nenhuma alteracdo no processo de digestdo e
ndo ser absorvida pelo trato gastrointestinal, ou seja, ser inerte ao animal. Em outras
palavras, o indicador ingerido pelo animal, deve ser recuperado integralmente nas fezes,
sem alterac6es fisico-quimicas. Virtualmente, qualquer entidade quimica que cumpra esses
dois pré-requisitos podera ser utilizada como indicador. No entanto, segundo Owens e
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Hanson (1992) nenhuma das substancias usadas como indicador preenche todas os
requisitos desejaveis, porém, possuem caracteristicas adequadas para fornecer dados
importantes.

Um grande entrave a utilizagdo de muitas substancias como indicadores é a
dificuldade em dosa-las nas fezes, e no alimento, no caso dos indicadores internos. Em
alguns casos a analise, mesmo que seja possivel, representa um custo demasiadamente alto,
inviabilizando a mesma.

Para determinagdo da producéo fecal, uma vez atendido o que foi mencionado nos
paréagrafos anteriores, basta utilizar uma relagdo matematica simples: a producéo fecal (PF)
é igual a razdo entre a quantidade de indicador ingerida e a concentracdo do indicador nas
fezes:

PF = dose ingerida / concentracéo fecal

A ingestdo do indicador pode ser voluntaria, no caso dos indicadores internos, ou
involuntaria, pela administracdo de um indicador externo. A concentracdo do indicador nas
fezes é aferida apos um periodo de adaptacédo a dieta, no caso dos indicadores internos, e
adaptacdo a dieta e ao proprio indicador, no caso dos indicadores externos. O que define o
tamanho do periodo de adaptacdo € o tempo necessario para que o indicador alcance o
chamando “steady-state”, ou seja, um patamar de excre¢do constante nas fezes. Quanto
mais rapido esse patamar é alcangado, menor € o tempo necessario para adaptagéo e, por
consequiéncia, melhor € o indicador.

Apos a adaptacdo faz-se as coletas de fezes, em geral uma vez ao dia. Alguns
pesquisadores optam por realizar duas ou mais coletas de fezes diarias, nesse caso se usam
intervalos de amostragem equidistantes, e se trabalha com a média de concentracdo do
indicador nos tempos de amostragem.

ApoOs a adaptacdo, os ensaios tém duracdo de cinco dias, tradicionalmente. Ha
estudos que utilizam trés dias somente (Ferreira et al., 2009). A tendéncia € se trabalhar
com periodos mais curtos possivel, para minimizar o tempo e o custo despedido nos
experimentos.

O déxido crémico (Cr,03) €, sem duvida, o indicador mais amplamente difundido e
utilizado em todo o mundo para estimativa da producdo fecal em bovinos. Esse fato se
explica pelas trés caracteristicas, citadas por Titgemeyer (1997): seu baixo custo, a
facilidade com que se incorpora a digesta e a relativa simplicidade em sua anélise, por
absorcdo atbmica. No entanto, muitas pesquisas demonstram algum grau de ineficiéncia.
Owens e Hanson (1992) apontam significativas variacdes na excre¢do do indicador em
diferentes animais e também ao longo do dia, no mesmo animal. Além disso, Peddie et al.,
em 1982, ja indicavam o potencial carcinogénico do Cr,0O3. Sendo assim, tal substancia
coloca em risco a saude do pesquisador que o manipula. Essa Ultima caracteristica sozinha
ja é suficiente para limitar a utilizacdo do Cr,O3; como indicador. Alia-se a isso o fato de
existir uma grande variedade de substancias com o mesmo potencial de utilizacdo. Nesse

15



trabalho, optou-se pela ndo utilizagdo do Cr,Os. Pelo contrério, buscou-se estudar a
utilizacdo de outros indicadores, tendo como referéncia ndo o Cr,O3, mas sim a coleta
total.

1.5 — Alguns indicadores utilizados
1.5.1 — NANOLIPE: nanotecnologia aplicada ao LIPE®

Saliba et al. (2003) desenvolveram um indicador externo a partir da lignina isolada
do Eucaliptus grandis. Para tal, enriqueceram esse composto com grupamentos fenélicos,
ndo comumente encontrados na lignina da dieta animal, obtendo assim um
hidroxifenilpropano modificado e enriquecido, ao qual denominaram LIPE® (Lignina
Isolada Purificada e Enriquecida). Recentemente, uma substancia derivada do LIPE® foi
proposta como um novo indicador para estimativa da producéo fecal em bovinos leiteiros,
sendo denominado NANOLIPE (Saliba et al., 2011).

O LIPE® foi inicialmente utilizado em estudo de consumo e digestibilidade, em
comparagdo a coleta total de fezes, em coelhos. As estimativas de produgdo fecal e de
digestibilidade revelaram a eficiéncia do LIPE® como indicador externo, ndo apresentando
diferencas estatisticas com relacéo a coleta total. Além disso, apresentou vantagens como o
curto periodo de adaptacdo e o baixo custo. Em seguida, o LIPE® foi comparado com a
coleta total de fezes em experimento de avaliacdo do feno de Tifton 85 para ovinos
(SALIBA et al., 2003). Os resultados obtidos pela técnica in vivo foram estatisticamente
semelhantes aos encontrados pelo uso do indicador externo LIPE em ambos o0s
experimentos, sendo os valores de coeficiente medio de digestibilidade de 63,23% e de
64,78% e de producéo fecal de 365,39 g/dia e de 383,07 g/dia, respectivamente.

Trabalhando com trés e cinco dias, respectivamente, para periodos de adaptacéao e de
coleta de fezes, OLIVEIRA et al. (2005) relataram que o LIPE®, administrado em dose
Unica (15:00 h) em capsulas contendo 0,5 g, mostrou-se ser um indicador externo capaz de
estimar satisfatoriamente a excrecéo fecal e o consumo de MS de novilhos da raca Nelore
manejados sob condicdo de pastejo em Brachiaria brizantha cv. Marandu.

Silva et al. (2008), Merlo et al. (2008) e Silva et al. (2008b), trabalhando com ovinos,
ndo observaram diferenca entre o método de coleta total de fezes e o LIPE® na
determinacdo da digestibilidade em dietas com niveis crescentes de castanha de caju, farelo
de coco e torta de babacu, respectivamente. Também ndo foi detectada variacdo na
excrecdo do indicador ao longo do dia. Aqueles autores concluiram, portanto, que o LIPE®
pode ser empregado como indicador externo de digestibilidade em ovinos.

Ferreira et al. (2009) realizaram um estudo comparativo dos indicadores FDAI,
FDNi, Cr;0s, TiO2, e LIPE® em bovinos. Afirmam que o LIPE® estimou de forma
satisfatoria a digestibilidade dos nutrientes, a qual ndo diferiu da digestibilidade
determinada pela coleta total de fezes. No estudo realizado por Silva et al. (2010) o LIPE®
foi eficaz para predizer o consumo de novilhas alimentadas com cana-de-agucar e uréia.
Silva et al. (2011) demonstraram a eficiéncia do LIPE® em estudo com vacas em lactagéo,
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no qual ndo foi encontrada diferenca significativa entre o consumo de matéria seca
estimado pelo indicador e o consumo real estimado pela coleta total.

Avancos metodolégicos na obtencdo do LIPE® permitiram a evolucdo do mesmo em
um novo indicador, o qual foi chamado NANOLIPE (Saliba et al., 2011) . A criacdo do
NANOLIPE foi possivel gragas a modificagdes fisico-quimicas durante a fabricacdo do
LIPE® as quais garantiram uma reducdo significativa no tamanho das particulas do
indicador. Estas alcancaram a escala nano, ou seja, algo em torno de 10° m de diametro.
Esse tamanho reduzido das particulas do indicador permite sua dispersao ao longo do trato
digestivo, ocorra mais rapidamente. Assim, o estado de equilibrio, ou steady state, €
alcancado mais rapidamente, com consequiente reducdo do tempo experimental.

1.5.2 — Proteina bruta fecal

A utilizacdo do nitrogénio fecal, ou da proteina bruta fecal (PBs), como indicador
para estimativa de consumo dos bovinos, foge um pouco da logica de uso de indicadores
exposta até agora. Ela parte do pressuposto de que a concentragdo de PBs é diretamente
proporcional a excrecdo de matéria organica fecal e ao consumo de alimentos (Oliveira et
al., 2007). Sendo assim, equacOes de regressdo podem ser criadas em funcdo da
concentracdo da proteina bruta nas fezes dos bovinos.Apos estabelecida a equacédo de
regressdo, a concentragdo do indicador, no caso a PBy, é determinada em amostras de fezes,
coletadas dos animais em pastejo por exemplo, e o0 consumo € determinado
matematicamente.

Segundo Harris et al. (1959) a equacao de regressdo obtida sob essas condi¢es ndo
se aplica necessariamente a um outro conjunto de condi¢cdes. Desta maneira, para cada
condicao deveria ser determinada uma equacéo de regresséo (Peripoli, 2010).

A utilizacdo da proteina bruta fecal para estimativa do consumo € atrativa,
principalmente em sistemas de pastejo extensivo, devido a sua facil aplicabilidade, tendo
em vista a simplicidade de analise e de amostragem das fezes, as quais podem ser coletadas
diretamente no campo, ndo sendo necessario 0 uso de animais preparados cirurgicamente
(Peripolli, 2010).

A excrecdo de proteina bruta nas fezes é em sua maior parte de origem microbiana e
enddgena (representada por células de descamacéo), mas também contém proteina residual
dos alimentos, geralmente quantificado como nitrogénio insolivel de detergente neutro
(NIDN). Em teoria, em animais que possuem acdo fermentativa, a proteina fecal reflete
principalmente a concentracdo bacteriana fecal, que é tanto mais elevada quanto mais
digestivel a dieta ou quanto maior o consumo de matéria seca. Adicionalmente, Van Soest
(1994) indicou gue as bactérias contribuem com aproximadamente 85% da proteina bruta
fecal e sdo responsaveis pela variacdo fecal encontrada em alguns experimentos, enquanto
Manson (1969) encontrou que a concentracdo de proteina bruta fecal, em ruminantes,
aumenta com o aumento da qualidade da dieta.
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1.5.3 - Lignina

Lignina é o nome coletivo dado ao constituinte da parede celular da planta que é
insoltvel em solucdo de &cido sulfurico a 72%. No entanto a lignina de uma planta pode
ser quimicamente diferente da lignina de outra, sua composi¢do pode variar com o estadio
de crescimento da planta, a lignina ingeria pelo animal pode diferir daquela excretada, e
varios métodos de analise de lignina podem medir diferentemente este constituinte da
planta. Todos esses fatores contribuem para o sucesso variavel na utilizagdo desse
composto como indicador (Peripoli, 2010).

A lignina determinada pela técnica do &cido sulfurico 72%, denominada Lignina
Klason (LK), foi aqui utilizada como indicador interno em uma forma pouco usual. Ao
invés de utilizarmos a Lignina Klason para estimar a digestibilidade, esta foi utilizada em
combinagdo com o indicador externo NANOLIPE, permitindo a estimativa do consumo,
sem a necessidade de se estimar a digestibilidade in vitro da dieta em laboratério. A idéia é
facilitar ainda mais a estimativa de consumo em bovinos em pastejo.

Silva (2007) obteve bons resultados ao utilizar a Lignina Klason dessa forma. Este
pesquisador afirmou que a possivel contaminacdo da fragcdo Lignina Klason, proveniente
do hidroxifenilpropano modificado e enriquecido LIPE®, gerou a hipdtese de uso
combinado da Lignina Klason e do LIPE®, como indicadores interno e externo,
respectivamente, tal como no principio dos n-alcanos. Estes Ultimos baseiam-se no
fornecimento de um n-alcano sintético associado ao n-alcano natural das plantas e
obtencdo do consumo por calculos a partir da concentracdo dos mesmos na dieta e nas
fezes (Dove e Mayes, 1991). Com base nessas informacgdes Silva (2007) realizou uma
simulacdo de estimativa de consumo dos animais utilizados em seu experimento (novilhas
confinadas que recebiam dieta a base de silagem de capim elefante) a partir do uso
combinado da Lignina Klason e do LIPE®. Propuseram ent&o a seguinte férmula, adaptada
de Dove e Mayes (1991):

® .
Consumo(kgMS /d ) = LIPE® fornecido(g)

(LIPEG fezes(g/kg)

LKf /kg)— LIPE® f
Kiezes(g /kg) Jx[( ezes(g/kg) orragem(g))]

Essa mesma formula foi utilizada nesse experimento, no entanto foram utilizados
dados do NANOLIPE, em substituicdo ao LIPE®.
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CAPITULO 2

VALIDACAO DO NANOLIPE COMO INDICADOR PARA
ESTIMATIVA DO CONSUMO EM BOVINOS LEITEIROS

RESUMO: Cinco novilhas mesticas foram utilizadas com o objetivo de se validar o
NANOLIPE como indicador de consumo em bovinos leiteiros. Os resultados obtidos com
o referido indicador foram comparados com outros trés métodos de afericdo do consumo:
coleta total (método de referéncia), proteina bruta fecal, e Lignina Klason (em combinacéao
com o NANOLIPE). N&o houve diferenca entre os métodos testados (P > 5%), fato que
valida o NANOLIPE como indicador de consumo. Também foram determinados a melhor
forma e o melhor horério de coleta das fezes nos estudos com NANOLIPE. A combinagédo
do NANOLIPE com a Lignina Klason se mostrou uma alternativa simples e eficiente para
determinar o consumo.

Palavras-chave: lignina, producdo fecal, digestibilidade

VALIDATION OF NANOLIPE AS A MARKER FOR
ESTIMATING DRY MATTER INTAKE OF DAIRY CATTLE

ABSTRACT: Five crossbred heifers were used in order to validate the NANOLIPE as a
marker to estimate dry matter intake in dairy cattle. The results obtained with this marker
were compared with three other methods: total collection (reference method), fecal crude
protein and Klason Lignin (in combination with NANOLIPE). There was no difference
between the methods tested (P> 5%), a fact that validates the NANOLIPE as an efficient
marker. The best way and time of fecal sampling in studies with NANOLIPE were also
determined. The combination of Klason Lignin with NANOLIPE proved to be a simple
and efficient alternative to determine dry matter intake in dairy cattle.

Keywords: lignin, fecal output, digestibility
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2.1 — Introducéo

O consumo de nutrientes € um dos principais fatores limitantes da eficiéncia da
producédo animal, em especial da bovinocultura leiteira, e depende de fatores ligados ao
animal, ao alimento, ao ambiente e suas intera¢des (Peripolli, 2010). Conhecer bem essa
variavel é fundamental para se entender a complicada dindmica metabolica animal e,
assim, se atuar no sentido de promover respostas produtivas cada vez melhores.

Métodos indiretos de estimativa do consumo, baseados no uso de substancias
denominadas indicadores, sdo alternativas que facilitam os estudos da digestdo. Existem
diversos indicadores capazes de predizer o consumo, no entanto, segundo Owens e
Hanson (1992) nenhuma das substancias usadas preenche todas as caracteristicas
desejaveis, porém, varias sdo suficientemente adequadas para fornecer dados
importantes.

Saliba et al. (2003) desenvolveram um indicador externo, para estimativa do
consumo e digestibilidade, a partir da lignina isolada do Eucaliptus grandis, o qual
denominaram LIPE® (Lignina Isolada Purificada e Enriquecida). Recentemente,
avancos metodolégicos na obtencdo do LIPE® permitiram a evolugdo do mesmo em um
novo indicador, o qual foi chamado NANOLIPE (Saliba et al., 2011) .

A criacdo do NANOLIPE foi possivel gracas a modificacbes fisico-quimicas
durante a sintese do LIPE® as quais garantiram uma reducdo significativa no tamanho
das particulas do indicador. Estas alcancaram a escala nano, ou seja, algo em torno de
10° m de didmetro. A esse tamanho reduzido das particulas é atribuido o fato da
dispersdo do indicador, ao longo do trato digestivo, ocorrer de forma mais acelerada.
Assim, o steady state é alcancado mais rapidamente e, consequentemente, reduz-se o
tempo experimental.

Silva (2007) obteve bons resultados com o uso combinado da Lignina Klason e do
LIPE®, como indicadores interno e externo, respectivamente, tal como no principio dos
n-alcanos. Estes ultimos baseiam-se no fornecimento de um n-alcano sintético,
associado ao n-alcano natural das plantas, e obtengdo do consumo por céalculos a partir
da concentracdo dos mesmos na dieta e nas fezes (Dove e Mayes, 1991). Com base
nessas informacdes Silva (2007) realizou uma simulacdo de estimativa de consumo a
partir do uso combinado da Lignina Klason e do LIPE®.

Outra forma indireta de se estimar o consumo, porém pouco usual, é a utilizacao
da proteina bruta fecal (PBs) como indicador. E um método atrativo, principalmente em
sistemas de pastejo extensivo, devido a sua facil aplicabilidade, tendo em vista a
simplicidade de analise e de amostragem das fezes, as quais podem ser coletadas
diretamente no campo, ndo sendo necessario 0 uso de animais preparados
cirurgicamente (Peripolli, 2010). Esse método parte do pressuposto de que a
concentracdo de PBs é diretamente proporcional a excrecdo de matéria organica fecal e
ao consumo de alimentos (Oliveira et al., 2007). Sendo assim, equacdes de regressao
podem ser criados em funcdo da concentracdo da proteina bruta nas fezes dos bovinos.

Os objetivos desse estudo foram validar o NANOLIPE como indicador de
consumo em bovinos leiteiros, frente ao método de referéncia (coleta total), e definir a
melhor forma de amostragem das fezes em estudos com o referido indicador. Alem
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disso, propde a utilizacdo da PB¢ como indicador e modificacdes da férmula de Dove e
Mayes (1991) adaptada por Silva (2007), utilizando a combinagdo da Lignina Klason
com o NANOLIPE (em substituicdo ao LIPE®) para determinagdo do consumo por
bovinos leiteiros.

2.2 — Material e métodos

O experimento foi conduzido na fazenda experimental da Central de Ensino e
Desenvolvimento Agrario de Florestal (CEDAF), na cidade de Florestal (19° 53 20”’S
44° 25’ 58”W), em Minas Gerais, a 60 km da capital, Belo Horizonte. O clima nessa
regido € considerado tropical de altitude. A fase experimental a campo ocorreu no
periodo final do outono, do ano de 2010, entre os dias 31 de maio e 17 de junho.

Foram utilizadas cinco novilhas mesticas holandés-zebu, fistuladas no ramen,
com peso vivo médio de 489,2 kg (+ 74,1 kg), e com idade média de 29,2 meses (+ 8,6
meses).

Os animais foram mantidos em confinamento, alojados em sistema “Tie Stall”,
sendo o piso de concreto, sem revestimento de borracha, contendo comedouros de
alvenaria, bebedouros automaticos individuais e cochos separados para mistura mineral.
Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de doze dias, as instalacdes e a dieta.

A dieta foi composta por silagem de milho, oferecida ad libitum, e farelo de soja,
em quantidade igual a 3 kg para cada animal, diariamente. A composi¢do nutricional
desses alimentos esta expressa na Tabela 1. Mistura mineral comercial também foi
disponibilizada a vontade.

Tabela 1 — Composicdo nutricional dos ingredientes da dieta oferecida (%):

Nutriente Silagem de milho Farelo de soja
MS 37,79 85,90
MO 94,11 93,45
PB 11,09 51,82
EE 04,52 01,82
FDN 59,45 13,86

A silagem foi fornecida em duas porc¢des diarias, as sete horas da manhd e as
quatro horas da tarde, e o farelo de soja foi fornecido em uma porcéo diaria, as sete
horas da manhd, sendo misturado ao volumoso no cocho, no momento do fornecimento.

Apo6s um periodo de doze dias para adaptacdo das novilhas as instalacdes e a
dieta, foi iniciada a afericdo do consumo e da producédo fecal, pela coleta total, por um
periodo consecutivo de cinco dias.

Para fins didaticos serd considerado “dia experimental um” (dia I) o primeiro dia
de coleta total, e assim por diante, até o “dia experimental cinco” (dia V),
compreendendo assim, o periodo de coletas para afericdo do consumo.

Diariamente, a quantidade de alimento oferecido subtraida da quantidade de
alimento residual nos cochos, determinou a quantidade de alimento consumido, e, pela
pesagem do total de fezes produzidas, determinou-se a producgédo fecal. Amostras de
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alimentos, sobras e fezes foram coletadas para determinacdo dos teores de matéria seca.
A digestibilidade aparente in vivo da matéria seca foi calculada como descrito do item
1.2.

Cépsulas contendo 500 mg do indicador NANOLIPE foram introduzidas
diretamente no rdmen dos animais, via fistula ruminal, uma vez ao dia, sempre as oito
horas da manhd, durante dois dias (no dia anterior ao dia | e no préprio dia I). A
concentragdo do NANOLIPE, nas amostras de fezes coletadas no dia 11, foi usada para
estimar o consumo dos animais. Esse ultimo foi comparado com o consumo médio real,
obtido do dia | ao V, através da pesagem dos alimentos (oferecido e sobra). Portanto,
foram usados dois dias de adaptacdo e um dia de amostragem fecal para o indicador
NANOLIPE.

A escolha do melhor dia e do melhor horario de amostragem, foi baseada em
resultados obtidos nesse experimento e sera discutida posteriormente.

No laboratério, as amostras de fezes foram previamente secas, em estufa de
ventilacdo forgada a 55°C por 72 horas, e processadas em moinho tipo Willey provido
de peneira com crivos de 1 mm de diametro.

Posteriormente foi realizada a quantificagdo do NANOLIPE, por espectrometria
de absor¢édo no infravermelho com transformada de Fourier (FT-1V). Nessa técnica, as
amostras sdo depositadas no espectrometro, na porcdo da placa de Reflexdo Total
Atenuada (ATR) destinada a este fim, e o aparelho informa a concentracdo do
NANOLIPE nas fezes, em mg/g. A producéo fecal foi entdo calculada, de acordo com a
formula exposta no item 1.4 e 0 consumo estimado com a férmula exposta no item 1.2,
na qual utilizou-se o dado de digestibilidade aparente in vivo, obtido por coleta total em
cinco dias.

Nas amostras de alimentos, sobras e fezes, coletadas diariamente, do dia | ao dia
V, foi determinada a concentracao de lignina pelo método da Lignina Klason, proposto
por Van Soest (1994) com algumas adaptacdes: dois gramas do material pré-seco e
moido (fezes e alimentos) foram colocados em béquer de 50 mL. Em seguida foram
adicionados 30 mL de &cido sulfurico (72%) em temperatura de 5°C.

Apos trés horas de contato com o &cido, tendo sido misturadas a cada 15 minutos,
as amostras foram filtradas, com auxilio de uma bomba de vacuo, em cadinho filtrante.
Estes ultimos tinham o fundo forrado com uma fina camada de |& de vidro, para evitar
entupimento dos poros do cadinho. Agua quente em abundancia foi utilizada para lavar
as amostras e eliminar todo residuo de &cido durante a filtracéo.

Apos a secagem em estufa e pesagem, os cadinhos filtrantes contendo as amostras
foram levados a mufla. Apds permanecerem quatro horas, em temperatura de 500°C,
foram resfriados em dessecador e em seguida pesados. O residuo mineral, restante apds
essa queima, foi descontado do residuo ap6s solubilizacdo com acido sulfarico, obtendo
assim, por gravimetria diferencial, a concentracdo de lignina das amostras.

O consumo estimado pelo indicador Lignina Klason foi calculado em combinacéo
com dados do indicador NANOLIPE, como expresso no item 1.5.3.

A concentracdo da proteina bruta, nas amostras de fezes coletadas entre os dias | e
V, foi determinada pelo método de Dumas, em aparelho LECO®. Os dados obtidos
nessa analise foram relacionados com os dados de consumo real, obtidos pela pesagem
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dos alimentos (oferecido e sobras), resultando no seguinte modelo matematico, do tipo
linear simples:

y = 0,4584x — 0,0426 (Figura 1)
Onde,
y = Consumo de matéria seca em porcentagem do peso Vivo;
x = Concentracdo de proteina bruta, em porcentagem, na matéria seca fecal,

Figura 1. Gréfico de dispersdo da concentracdo de proteina bruta fecal (PB fecal), em
porcentagem na matéria seca, em relacdo ao consumo de matéria seca (CMS), em
porcentagem do peso vivo (PV)*:
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*Dispersdo criada com dados médios de concentracdo de PB fecal e CMS, dos animais utilizados no
experimento, ao longo de cindo dias. R? = 91,46%.

O referido modelo foi utilizado para estimar o consumo de matéria seca através da
concentracdo fecal de proteina bruta.

Para as comparacdes foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso. Os cinco
animais constituiram os blocos. Os tratamentos foram as quatro formas de determinacéo
do consumo de matéria seca: (1) coleta total; (2) NANOLIPE; (3) proteina bruta fecal;
(4) lignina Klason (Tabela 2).

Tabela 2 — Quadro de analise de variancia:

Fonte de Variacéo Grau de Liberdade
Total 19
Bloco 04
Tratamento 03
Erro 12

26



2.3 — Resultados e Discussdo

As médias, com seus respectivos desvios padrdo, obtidas pelo método de coleta
total, para consumo de matéria seca (CMS) em porcentagem do peso vivo (% PV),
producao fecal (PF), em kg de matéria seca, e digestibilidade aparente in vivo da matéria
seca (DMS), em porcentagem, estdo expostas na Tabela 3. As médias de consumo de
matéria seca, em porcentagem do peso vivo, obtidas com os quatro métodos (Coleta
Total, NANOLIPE, Proteina Bruta Fecal e Lignina Klason) estdo expostas na Tabela 4.

Tabela 3 — Consumo de matéria seca (CMS), producdo de matéria seca fecal (PF) e
digestibilidade aparente in vivo da matéria seca (DIVMS), aferidos pela coleta total
(média e desvio padrdo referentes aos cinco dias de coleta):

Animal CMS (% PV) PF (kg) DIVMS (%)
1 1,94 0,08 4,04 + 0,55 65,00 + 5,42
2 1,98 +0,12 3,63 + 0,37 65,23 + 3,76
3 1,70 + 0,17 2,71+0,76 65,42 + 6,69
4 2,21 +0,10 3,12 + 0,67 67,16 + 6,96
5 2,43 +0,23 3,83 +0,23 62,92 + 3,56

Tabela 4 — Médias de consumo de matéria seca (CMS) em porcentagem do peso Vivo
(% PV) obtidas pelos diferentes métodos de aferi¢éo:

Meétodo de afericéo CMS (% PV)

Coleta total 2,0501
NANOLIPE 2,1068
Proteina bruta fecal 2,1647
Lignina Klason 1,9435

Meédias iguais pelo teste t a 5% de probabilidade de erro (P > 0,05); Coeficiente de Variacdo = 8,63%.

O consumo de matéria seca estimado pelo NANOLIPE n&o diferiu do consumo
real, estimado pela coleta total. Fato que valida essa substancia como indicador util e
eficiente nas predicGes de consumo.

Para estimarmos o consumo dos bovinos é preciso, além da estimativa da
producdo fecal, dada pelo NANOLIPE, da estimativa da digestibilidade. O método
proposto por Tilley e Terry (1963) é considerado valido e é sugerido aqui como o
método padrdo para analises desse tipo, porém, nao foi utilizado nesse experimento. Ao
invés disso, foram utilizados os dados de digestibilidade aparente in vivo, para evitar
eventuais erros, na estimativa do consumo, advindos da técnica de determinacdo da
digestibilidade in vitro.

O NANOLIPE foi capaz de estimar satisfatoriamente o consumo com apenas dois
dias de adaptacdo e um periodo de coletas de 12 horas consecutivas, no terceiro dia.

Para determinacdo do melhor horario de coleta das amostras de fezes, para
dosagem do NANOLIPE foram coletadas e analisadas amostras de todos 0s animais,
cada vez que estes defecaram voluntariamente, em um periodo ininterrupto de 48 horas
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apos a segunda aplicacdo do indicador. Dessa forma foi obtida a curva de excre¢éo fecal
do NANOLIPE (Figura 2).

Figura 2 — Gréfico de dispersdo dos valores de concentracdo fecal do NANOLIPE
(mg/g) em relacdo ao tempo em horas. Média da concentragdo do NANOLIPE (mg/g)
nas amostras de fezes coletadas entre 0 e 12 horas (tempo 0), entre 12 e 24 horas (tempo
12), entre 24 e 36 horas (tempo 24) e entre 36 e 48 horas (tempo 36) apds a segunda
aplicacdo do indicador. Amostras coletadas a cada defecacdo voluntéria:

0,1422b 0,1426b

NANOLIPE na MS fecal {mg/g)
[an]
=
(¥8]

011 0,1052a
0,09
0,07
0,05
Dal2h 12a 24 h 24a 36 h 36a48h
Tempo (h)

Meédias seguidas de letras distintas diferem pelo teste t (p < 0,05). R* = 99,41%.

Como expresso no grafico, as médias de concentracdo fecal do NANOLIPE, nos
tempos 12 e 24, foram estatisticamente iguais. 1sso mostra que a excrecdo fecal do
indicador foi estavel, entre 12 e 36 horas ap0s a administracdo da segunda capsula. Ou
seja, a excrecdo alcangou o chamado steady state nesse periodo, no qual também se
obteve 0 pico de excrecdo do indicador nas fezes. O melhor horério de coleta, no
entanto, foi definido como o periodo entre 24 e 36 horas ap6s a segunda aplicacdo do
NANOLIPE, ao invés de 12 a 36 horas. O intuito foi minimizar o tempo gasto em
experimentos posteriores, tendo em vista a igualdade dos resultados de consumo obtidos
entre essa forma de amostragem e a coleta total.

Portanto, se sugere nesse estudo que a melhor forma de amostragem das fezes,
quando se utiliza o NANOLIPE, baseia-se na coleta de aliquotas do bolo fecal, a cada
defecacdo voluntaria, por um periodo consecutivo de 12 horas, entre 24 e 36 horas ap0s
a Gltima aplicacdo do NANOLIPE. Vale lembrar que a amostragem de fezes, apds
defecacdo voluntéria, interfere muito menos no comportamento animal, representando
uma vantagem nesse tipo de estudo.

Um dado bastante interessante nesse estudo foi o resultado satisfatério da
combinacdo dos indicadores NANOLIPE e Lignina Klason para estimativa do consumo
de matéria seca (CMS). Essa combinacdo dispensa a afericdo da digestibilidade por
qualgquer método. Basta quantificar nas fezes o NANOLIPE e a Lignina Klason, e,
quantificar no alimento, a Lignina Klason (Tabela 5).
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Tabela 5 — Concentracdo dos indicadores NANOLIPE e Lignina Klason (LK) nas
amostras de fezes e de alimentos. Consumo de matéria seca (CMS) estimado pela
equacdo de Silva (2007), com substituicido do LIPE® pelo NANOLIPE (dose diaria de
500 mg)*:

Animal Porcgéo NANOLIPE LK LK - CMS CMS
Considerada (a/kg) (9/kg) NANOLIPE (kg) (%
(9/kg) PV)
1 Fezes 0,1112 3,0139 2,9027 11,8544  1,9757
2 Fezes 0,1537 3,0899 2,9362 8,6756  1,6400
3 Fezes 0,1371 3,0561 2,9190 9,6690 2,1111
4 Fezes 0,1719 3,0844 2,9125 7,6944 17894
5 Fezes 0,1393 3,0334 2,8941 9,4351  2,1993
- Dieta total - 1,1010 1,1010 - -

“A dieta foi composta por 20% de concentrado e 80% de volumoso. A concentracido da LK no
concentrado foi considerada desprezivel. Portanto, da concentragdo de LK obtida no volumoso (1,376
g/kg) 80% foi considerada como sendo a concentracdo de LK na dieta como um todo (1,101g/kg).

O CMS estimado pela combinacdo entre NANOLIPE e Lignina Klason também
ndo diferiu do CMS real, estimado pela coleta total (Tabela 4). Esses resultados
concordam com os obtidos por Silva (2007) e, mais uma vez, demonstram uma
ferramenta simples e eficaz de determinacdo do consumo em bovinos, especialmente em
condicdes dificeis, como nos ensaios com animais em pastejo.

Dois fatores ressaltam a importancia dessa metodologia de utilizacdo combinada
do NANOLIPE e da Lignina Klason: (a) A amostragem da dieta € um dos grandes
desafios nos estudos que objetivam estimar o consumo de animais sob pastejo, porém é
essencial no caso de se utilizar um indicador de producdo fecal, aliado a determinacéo
da digestibilidade in vitro do alimento no laboratério. Sabe-se que a metodologia mais
acurada nesse caso € a utilizacdo de animais providos de fistula esofagica. No entanto, a
contaminacdo do material com saliva é tida como um grande fator limitante da técnica,
por interferir, significativamente, na posterior incubacdo in vitro. Sendo assim, a
determinacdo da lignina Klason, a qual ndo sofre alteracGes pela presenca da saliva
contaminante ao alimento, em substituicdo a técnica in vitro de determinacdo da
digestibilidade, representa uma saida para contornar a limitagdo com a amostragem via
fistula esofagica; (b) Essa metodologia representa uma potencial técnica em substituicdo
ao uso dos n-alcanos, os quais atualmente sdo de utilizacdo muito limitada,
principalmente devido ao seu alto custo.

A proteina bruta fecal foi Gtil nesse experimento para determinar o consumo,
tendo seus resultados ndo diferidos da coleta total. No entanto, 0 modelo criado, muito
provavelmente, se ajusta apenas a esse tipo de animais, recebendo esse tipo de dieta e
nas mesmas condi¢cdes de ambiente. Um modelo bem mais abrangente é essencial para
estimativas futuras. O que se tem de concreto, nesse experimento, é o fato de que tal
indicador é viavel de ser utilizado e apresenta muitas vantagens, sendo a principal a
simplicidade de analise no laboratorio, no entanto tudo depende da criacdo de modelos
mais abrangentes, e, portanto, mais confiaveis.
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De acordo com Raymond (1969) trés sérios erros podem estar envolvidos na
aplicacdo prética dos métodos de indicador fecal, como a proteina bruta fecal: (a) existe
a possibilidade que erros de aplicagdo possam surgir quando uma regressao baseada em
medidas em galpdo é aplicada no campo, devido as provaveis diferencas no nivel de
consumo da forragem nas duas situacdes; (b) é incorreta a pressuposicao de que 0s erros
foram distribuidos aleatoriamente na andlise de regressdo, e diferentes populacGes de
alimentos mostram uma distribuicdo ndo aleat6ria acerca da linha geral de regresséo; (c)
recentes evidéncias questionam a premissa béasica da técnica do indicador fecal, que a
relacdo baseada na alimentacdo em galp&o da forragem cortada
pode ser usada para predizer a digestibilidade daquela parte da forragem que o animal
em pastejo seleciona no campo.

Holloway et al. (1981) encontraram que os indicadores fecais, como a proteina
bruta fecal, ndo apresentam ampla aplicacdo devido as relacdes entre a PBs e 0 consumo
ou digestibilidade mudarem conforma as esta¢cdes do ano, contetdo de nitrogénio da
forragem e a variacdo entre as espécies consumidas. Entretanto, no modelo de
componentes da forragem como o extrato etéreo, constituintes da parede celular e
matéria seca, juntamente com a proteina bruta fecal, minimiza esses problemas e
aplicacdo desse indicador se torna possivel.

2.4 — Conclusoes

O NANOLIPE pode ser usado como indicador na estimativa de consumo de
matéria seca em bovinos leiteiros.

A melhor forma de amostragem das fezes, para as estimativas de consumo com
NANOLIPE, baseia-se na coleta de aliquotas do bolo fecal, eliminado voluntariamente,
por um periodo consecutivo de 12 horas, o qual deve iniciar 24 horas apds a segunda, e
ultima, aplicacdo do referido indicador.

A combinacdo do NANOLIPE e da Lignina Klason, para estimativa do consumo,
é valida, e simplifica ainda mais os estudos da digestao.
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CAPITULO 3

AVALIACAO ESTATISTICA DA LINEARIDADE DO METODO DE
ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO PARA QUANTIFICACAO DO
NANOLIPE EM FEZES DE BOVINOS LEITEIROS

RESUMO: Com o objetivo de se avaliar estatisticamente a linearidade do método de
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier, para quantificacdo do
indicador NANOLIPE, em fezes de bovinos leiteiros, uma curva analitica em matriz foi
criada. Definiram-se quatro niveis de concentracdo para avaliacdo da faixa linear de
trabalho, sendo estes: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 miligramas de NANOLIPE por grama de
fezes. A altura do pico de absorbancia no nimero de onda 1035,62 cm™ proporcionou a
relagdo mais adequada & determinacdo do NANOLIPE nas fezes. Foram aplicados os
testes: Ryan-Joiner, Durbin-Watson e Brown-Forsythe para verificar a normalidade, a
independéncia e a homocedasticidade dos residuos, respectivamente. A andlise de
variancia demonstrou serem ndo significativos os desvios de linearidade. O valor do
coeficiente de correlacdo de 0,9998, sustentado pela a avaliacdo estatistica apresentada,
é excelente.

Palavras-chave: indicador, producao fecal, consumo

STATISTICAL EVALUATION OF LINEARITY OF THE INFRARED
SPECTROMETRY METHOD FOR QUANTIFICATION OF NANOLIPE
IN FECES OF DAIRY CATTLE

ABSTRACT: In order to statistically evaluate the linearity of the method of infrared
spectrometry with Fourier transform to quantify the marker NANOLIPE in feces of
dairy cattle, an analytical curve in matrix was created. Four levels of concentration were
defined to evaluate the linear range of work: 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 milligrams of
NANOLIPE per gram of feces. The height of the absorbance peak at wavenumber
1035.62 cm™ provided the most appropriated relationship to determine NANOLIPE.
Three tests were applied to ensure normality, independence and homoscedasticity of the
residuum, respectively: Ryan-Joiner, Durbin-Watson and Brown-Forsythe. Analysis of
variance showed that the deviations of the linearity were no significant. The value of the
correlation coefficient of 0.9998, supported by the statistical analysis presented is
excellent.

Keywords: marker, fecal output, intake
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3.1 - Introducéo

Saliba et al. (2003) desenvolveram um indicador externo, para estimativa do
consumo e digestibilidade, a partir da lignina isolada do Eucaliptus grandis. Para tal,
enriqueceram esse composto com grupamentos fendlicos, ndo comumente encontrados
na lignina da dieta animal, obtendo assim um hidroxifenilpropano modificado e
enriquecido, ao qual denominaram LIPE® (Lignina Isolada Purificada e Enriquecida).
Recentemente, avancos metodoldgicos na obtencdo do LIPE® permitiram a evoluco do
mesmo em um novo indicador, o qual foi chamado NANOLIPE (Saliba et al., 2011) .

A espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FT-1V) foi
historicamente utilizada para quantificacdo do LIPE® e também foi 0 método de escolha
para quantificacdo do NANOLIPE, pela semelhanga quimica desses dois indicadores.
Tal método compreende uma das principais técnicas instrumentais em analises
quimicas, sendo utilizado, principalmente, na caracterizacdo de compostos organicos.
Porém, atualmente, a técnica tem demonstrado eficiéncia em andlises quantitativas, o
que amplia, ainda mais, a sua aplicabilidade.

A técnica por espectrometria no infravermelho também oferece facilidade de
preparo de amostra, rapidez na obtencdo de resultados e menor impacto ambiental.
Além disso, apresenta alta sensibilidade, requisito fundamental para a quantificacdo do
NANOLIPE nas fezes bovinas, pois esse analito é encontrado, usualmente, em
concentragdes muito baixas, em torno de 0,1 miligramas por grama de fezes.

O desenvolvimento do método buscou a adequacdo as exigéncias de sua
aplicacdo. Vale lembrar que a confiabilidade e a comparabilidade dos resultados obtidos
sdo indispensaveis. Um dos pontos fundamentais para garantir a qualidade dos
resultados consiste na avaliacdo da linearidade das curvas analiticas usadas nas
determinagdes. Atualmente, esta avaliacdo passa por uma simples verificacdo do
coeficiente de correlacdo. O coeficiente de correlagdo no contexto do ensaio de
linearidade € potencialmente enganador, e deve ser evitado (Thompson, 2005).

O protocolo TUPAC 2002 recomenda: “Apesar da sua atual utilizacdo
generalizada como uma indicacdo da qualidade do ajuste, o coeficiente de correlacdo é
enganoso e inadequado como um teste de linearidade ¢ nao deve ser utilizado”
(Thompson et al., 2002).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliacdo, estatisticamente
valida, da linearidade do método de espectrometria no infravermelho com transformada
de Fourier, para quantificacdo do NANOLIPE em fezes de bovinos leiteiros.

3.2 — Material e métodos

Foram utilizados: um espectrometro de absorcdo no infravermelho com
transformada de Fourier, modelo Varian 800 FT-IR Scimitar Series; uma balanca
analitica Shimadzu AY?220; indicador NANOLIPE, produzido pela P2S2™; amostras
de fezes, de novilhas mesticas holandés-zebu, que foram pré-secas a 55°C por 72 horas
e processadas em moinho tipo Willey, provido de peneira com crivos de 1 mm de
didmetro.
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A faixa de trabalho do método foi escolhida de acordo com o conhecimento da
concentracdo média das amostras na rotina: 0,05 a 0,20 miligramas de NANOLIPE por
grama de fezes. Assim, definiram-se quatro niveis de concentracéo, neste intervalo, para
avaliacdo da faixa linear de trabalho, sendo estes niveis: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20
miligramas de NANOLIPE por grama de fezes. Os niveis foram escolhidos de forma
igualmente espacada para evitar pontos de alavanca no grafico (leverages), e foram
preparados de forma independente por trés diferentes analistas em condices de
repetibilidade. A determinacdo foi feita de forma aleatéria (ordem aleatoria de leitura) o
que minimiza erros em niveis especificos.

Vale lembrar que as fezes possuem uma matriz de constituicdo extremamente
complexa devido ao grande nimero de componentes presentes. Estes componentes
podem gerar efeitos nas determinacfes. Devido a estas caracteristicas, neste trabalho
utilizou-se uma curva preparada em matriz.

A concentragdo do NANOLIPE foi obtida por leitura em infravermelho. O
equipamento, programado para a realizagédo de dez leituras de cada amostra, forneceu ao
final da analise o espectro de infravermelho médio (com absorbancia versus numero de
onda) e tambem a altura do pico no nimero de onda que proporcionou uma relagdo mais
adequada a determinacdo do NANOLIPE nas fezes. Para realizacdo das leituras foi feito
um background utilizando um branco composto apenas por fezes.

3.3 — Resultados e Discussao

Apos a realizacdo dos procedimentos descritos anteriormente, obtiveram-se 0s
resultados que estdo apresentados na Tabela 1. A resposta esta expressa em altura do
pico em 1035,62 cm™, que foi o nimero de onda no qual se obteve maior linearidade
entre a resposta e concentracdo do NANOLIPE.

Tabela 1 — Curva analitica para a quantificacgdo do NANOLIPE em fezes de bovinos
leiteiros:

NANOLIPE fecal (mg/g) Altura do pico em 1035,62 cm™
0,050 0,1815
0,050 0,1815
0,100 0,2263
0,100 0,2274
0,150 0,2746
0,150 0,2699
0,200 0,3130
0,200 0,3140
0,200 0,3123
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A regressdo linear tem o inconveniente de ser muito sensivel a presenga de pontos
outliers e/ou leverages (Souza e Junqueira, 2005). Inicialmente, verificou-se a
existéncia, no conjunto de dados, algum outlier a ser excluido, através do teste de
Residuos Padronizado de Jacknife. Como a avaliacdo é baseada em testes de hipdteses
estatisticas, realizou-se uma verificacdo basica das premissas relacionadas. Para o teste
de linearidade as premissas sdao: 0s residuos devem seguir a distribui¢do normal [ —
N(0,6%)], devem ser independentes [Cov(ELEj) = 0] e homocesdasticos [Var(Yi) = ¢7].
Os testes para avaliacdo destas premissas foram respectivamente: Teste Ryan-Joiner,
Teste de Durbin-Watson e Teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado. Apenas
apOs a avaliacdo destas premissas torna-se valida a regressdo linear. Os resultados
obtidos nesta etapa da avaliacdo estdo apresentados na Tabela 2. A Figura 1 apresenta o
Gréafico de Durbin-Watson (ei x ei-1), no qual fica evidente a independéncia entre os
residuos.

Tabela 2 — Avaliagdo das premissas para o estudo da linearidade da curva de
NANOLIPE em fezes de bovinos leiteiros (0,05 a 0,20 mg/g):

Parametro’ Curva analitica Resultado da avaliagéo
Normalidade (R) 0,9750 Os residuos seguem
. distribui¢do normal.
Valor critico 0,9248
Homocedasticidade (t) -0,70 Os residuos sao
) homocedasticos.
Valor critico 2,45
Independéncia (d) 1,62 Os residuos sao
independentes.
p >0,10

"R= coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, p= significAncia, tL estatistica T de
Levene, d= estatistica de Durbin-Watson.
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Figura 1 — Grafico de Durbin-Watson (ei x ei-1) para avaliacdo das premissas do teste
de linearidade:

€i1

"Ei

Por meio de uma analise de variancia demonstrou-se que o desvio de linearidade
ndo é significativo. A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na analise.

Tabela 3 - Analise de variancia da linearidade para a curva de NANOLIPE em fezes de
bovinos leiteiros (0,05 a 0,20 mg/qg):

Fonte de Variacéo Soma de Grau de Quadrado Médio
Quadrados Liberdade

Regressao (r) 2,27E-02 1 2,27E-02

Residuos () 5,06E-06 6 8,43E-07

Falta de Ajuste (s;) 3,00E-06 2 1,50E-06

Erro Puro (p) 2,06E-06 4 5,16E-07

TOTAL 2,27E-02 7

Porcentagem de variagéo explicada = 99,97%. Porcentagem méxima de variagéo explicavel = 0,9999%.

O resultado da razdo entre as médias quadraticas apresentadas na Tabela 3,
QMRr/QM; é 4487,63. Este valor é muito superior ao valor critico de F; 6 5,987 (95% de
confianga) indicando que a regressdo € estatisticamente significativa. O valor do
quociente QMfaj/QMe, igual 2,91 indica a qualidade do ajuste quando comparado ao
valor critico de F, 4 que é 6,94 (95% de confianga). O valor do coeficiente de correlagdo
de 0,9998, sustentado pela a avaliacdo estatistica apresentada, é excelente. As Figuras 2
e 3 apresentam, respectivamente, o grafico final com a curva analitica e o grafico dos
residuos.
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Figura 2 — Curva de calibracdo, para analise quantitativa do indicador NANOLIPE em
fezes de bovinos leiteiros, por espectrometria no infravermelho com transformada de
Fourier. Respostas correspondentes & altura do pico no comprimento de onda 1035,62

cmt:
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0,330

0,280

0,230

0,180
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Figura 3 — Residuos da curva de calibracdo para andlise quantitativa do indicador
NANOLIPE, em fezes de bovinos leiteiros, por espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier:
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A curva analitica obtida foi utilizada na determinacdo da concentracdo do
NANOLIPE em amostras de fezes de novilhas mesticas holandés-zebu, que em Gltima
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analise, permitiu a determinac¢do do consumo de matéria seca dos animais. Os resultados
das determinacg0es estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentracdo média do indicador NANOLIPE (mg/g), obtida em amostras
de fezes, coletadas entre 24 e 36 horas ap6s a segunda, e Gltima, aplicacdo do indicador.
Producdo de matéria seca fecal (PF) obtida a partir da formula: PF em kg = (500 mg
que foi a dose diaria aplicada do NANOLIPE / concentracdo do indicador na
matéria seca fecal em mg/g) / 1000. Coeficiente de digestibilidade aparente in vivo da
matéria seca (DIVMS), obtido por meio de coleta total em ensaio de cinco dias.
Consumo de matéria seca (CMS), em relagdo ao peso vivo dos animais, estimado pelo
NANOLIPE através da férmula: CMS em porcentagem do peso vivo = [(PF em kg /
(100 — DIVMS em porcentagem)) / peso vivo do animal em kg] x 100:

Animal NANOLIPE PF (kg) DIVMS (%) CMS (% PV)
nas fezes
(mg/g)
1 0,1112 4.4964 65,09 2,1467
2 0,1537 3,2531 65,23 1,7686
3 0,1371 3,6470 65,42 2,3027
4 0,1719 2,9087 67,16 2,0598
5 0,1393 3,5894 62,92 2,2564

Os dados de CMS expostos na Tabela 4 ndo diferiram do CMS real, obtido pela
pesagem direta do alimento oferecido e das sobras, como descrito no Capitulo 2, fato
esse que validou o NANOLIPE como indicador de consumo eficiente.

3.4 — Conclusao

A anélise quantitativa da concentracdo do indicador NANOLIPE em fezes de
bovinos leiteiros, por espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier,
apresenta excelente linearidade no comprimento de onda 1035,62 cm™, e permite a
utilizacdo do referido indicador para estimativa do consumo daqueles animais.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho descrito no Capitulo 2, além de validar o NANOLIPE, como indicador
de consumo em bovinos leiteiros, demonstrou que a formula proposta por Silva (2007),
de utilizacdo combinada dos indicadores, interno e externo, para estimativa do consumo,
é vélida e extremamente util. Essa combinacdo, do NANOLIPE (uma lignina
modificada) e da lignina Klason, também revela a importancia das ligninas, no contexto
geral de estudos com indicadores.

Na revisdo de literatura foi citada a importancia dos modelos matematicos para o
diagnostico nutricional dos rebanhos e formulacdo eficiente de dietas. Sendo assim, a
combinacgédo de um indicador de consumo com um software computacional, gerenciador
de um modelo robusto de predicdo, se constituiria um pacote essencial aos
nutricionistas, principalmente nos sistemas de criagdo extensiva, caracteristicos do
nosso pais. Essa é a idéia do chamado kit AVANUTRI, ou seja, a combinagdo do LIPE®
com um software de avaliacdo nutricional do rebanho. No entanto, pesquisas futuras sao
necessarias para avaliacdo e constante aprimoramento desse sistema, incluindo a
utilizacdo do NANOLIPE em substituicdo ao LIPE®.

Vale lembrar também que a utilizacdo da lignina purificada, enriquecida,
modificada e nano particulada, NANOLIPE, como indicador para estimativa do
consumo é uma iniciativa Unica e possui enorme potencial de utilizagdo em todo o
mundo. Esses fatos, aliados aos bons resultados obtidos até agora, justificam mais
pesquisas para validagdo do NANOLIPE nas diferentes espécies, em diferentes dietas e
ambientes.

Como exposto do Capitulo 3, a analise do NANOLIPE pela espectrometria no
infravermelho representa uma enorme vantagem em sua utilizacdo como indicador, haja
vista a rapidez e precisdo da analise. O potencial de utilizacdo desse tipo de analise
quimica, em nutricdo animal, € enorme, no entanto, ainda pouco aplicado na pratica.
Pesquisas futuras devem buscar validar esse tipo de metodologia, para quantificacdo de
muitos dos constituintes da matéria organica, vegetal e animal.
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