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Resumo

RIBEIRO, C.B. Utilizagdo do caulim como indicador de consumo e digestibilidade para
bovinos. 2017. 100f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

O fato de todos os indicadores de consumo e digestibilidade em uso apresentarem limitacdes
abre espaco para a busca de novas substancias ou moléculas que apresentem propriedades
favoraveis como futuros indicadores. Neste sentido, destaca-se o caulim cuja identificacdo nas
fezes, seria obtida de forma indireta por meio de analise do aluminio (Al). Partindo-se da
premissa de que o aluminio reage diferentemente aos processos de digestdo acida de acordo
com sua origem organica ou mineral, objetivou-se no primeiro trabalho, avaliar diferentes
procedimentos analiticos de extracdo e quantificacdo do Al em amostras de fezes puras e
misturadas com caulim. Com intuito de utilizar os resultados de Al nas estimativas de
producdo fecal (PF), objetivou-se no segundo trabalho determinar a metodologia mais eficaz
para quantificagdo do aluminio em diferentes amostras para estimativas da PF a partir do
indicador caulim. No terceiro artigo, objetivou-se avaliar o fornecimento do 6xido crémico
via esofdgica ou misturado na racdo, e o uso do caulim como indicador, sob as mesmas
formas de fornecimento, para estimativas de producdo fecal e digestibilidade. No artigo 1,
amostras de fezes, de caulim e de fezes + caulim nas concentracdes de 3,0 e 6,0% foram
submetidas a digestdo nitro-perclérica da amostra In Natura e posterior digestdo das cinzas
do residuo (DNS), digestdo cloridrica da amostra In Natura e posterior digestdo das cinzas
(DCS), digestdo acida (mistura acida com HNOs e H.SOa), da amostra In Natura, e posterior
digestdo &cida das cinzas do residuo (DAS), digestdo nitro-perclérica das cinzas (DNC) e
digestdo cloridrica das cinzas (DCC). Os tratamentos DNS e DCS foram 0s que mais se
aproximaram dos resultados esperados. No segundo trabalho, as diferentes amostras foram
submetidas a digestdo cloridrica sequencial (duas etapas de digestdo) e direta (uma etapa de
digestdo), sendo avaliado quatro leituras de Al. Ao final foram gerados 256 modelos para
estimativas de producdo fecal. A auséncia de diferencas significativas entre os modelos
(combinagGes) Fs2 x Sil3 x C3 x So3 e Fs3 x Sil3 x C3 x So3 sugere a padronizacdo dos
procedimentos laboratoriais em todos os materiais submetidos a analise do Al, e escolha do
método Fs3 x Sil3 x C3 x So3 para estimativas de PF a partir do uso do indicador caulim. No
artigo 3, foram testados os indicadores 6xido cromico (OC) e caulim (Caul) sob as formas de
administracdo, esofagica (esof) ou misturado ao suplemento concentrado (rac), totalizando
quatro tratamentos (OCesof, Caulesof, OCrac e Caulrac) distribuidos em delineamento
quadrado latino 4x4. Foram realizados quatro periodos experimentais de 12 dias, com
intervalos de no minimo seis dias entre os periodos. O tratamento OCrac ndo diferiu do
tratamento OCesof (p>0,05) em nenhum dos pardmetros avaliados, evidenciando que o
indicador 6xido crémico pode ser fornecido misturado diretamente na racdo sem prejudicar as
estimativas de producéo fecal e digestibilidade. O caulim, nas condi¢des estudadas, ndo se
mostrou como eficiente indicador para obter estimativas acuradas de producéo fecal, havendo
necessidade de mais estudos no sentido de ajustar as técnicas analiticas de extragdo do
aluminio bem como sanar algumas dividas quanto ao seu processo de digestdo.

Palavras-chave: aluminio. analise quimica. extragdo. marcador. produgéo fecal.



Abstract

RIBEIRO, C.B. Use of kaolin a marker of feed intake and digestibility for cattle. 2017. 100f.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

The fact that all indicators of consumption and digestibility in use present limitations opens
space for the search for new substances or molecules that present favorable properties as
future indicators. In this sense, we highlight the kaolin whose identification in the faeces,
would be indirectly obtained by means of aluminum analysis (Al). Based on the premise that
aluminum reacts differently to acid digestion processes according to their organic or mineral
origin, the objective of the first work was to evaluate different analytical procedures for
extraction and quantification of Al in samples of pure faeces and mixed with kaolin. In order
to use Al results in fecal production (PF) estimates, the second work was to determine the
most efficient methodology for quantifying aluminum in different samples for PF estimates
from the kaolin indicator. In the third article, the objective was to evaluate the supply of
chorionic oxide via esophageal or mixed in the diet, and the use of kaolin as an indicator,
under the same forms of supply, for estimates of fecal production and digestibility. In article
1, samples of feces, kaolin and feces + kaolin at concentrations of 3.0 and 6.0% were
submitted to nitro-perchloric digestion of the In Natura sample and subsequent digestion of
the ashes of the residue (DNS), hydrochloric digestion of the In Natura sample and
subsequent digestion of the ashes (DCS), acid digestion (acid mixture with HNO3 and
H2S04), of the In Natura sample and subsequent acid digestion of the ashes of the residue
(DAS), nitro-perchloric ash digestion (DNC) and hydrochloric ash digestion (DCC). The DNS
and DCS treatments were the closest to the expected results. In the second work, the different
samples were submitted to sequential hydrochloric (two digestion stages) and direct digestion
(one digestion step), and four Al readings were evaluated. In the end, 256 models were
generated for fecal production estimates. The absence of significant differences between the
models (combinations) Fs2 x Sil3 x C3 x So3 and Fs3 x Sil3 x C3 x So3 suggests the
standardization of laboratory procedures in all materials submitted to Al analysis, and choice
of the method Fs3 x Sil3 x C3 x So3 for estimates of PF from the use of the kaolin indicator.
In article 3, chromium oxide (CA) and kaolin (Caul) were tested under administration,
esophageal (esof), or mixed with the concentrate supplement (rac), totaling four treatments
(OCesof, Caulesof, OCrac and Caulrac) in a 4x4 Latin square design. Four experimental
periods of 12 days were performed, with intervals of at least six days between periods. The
OCrac treatment did not differ from the OCesof treatment (p> 0.05) in any of the evaluated
parameters, evidencing that the chromic oxide indicator can be supplied mixed directly in the
feed without damaging the estimates of fecal production and digestibility. In the studied
conditions, kaolin was not shown to be an efficient indicator to obtain accurate estimates of
fecal production. There is a need for further studies to adjust the analytical techniques of
aluminum extraction as well as to resolve some doubts about its digestion process.

Keywords: aluminum. chemical analysis. extraction. fecal production. indicator.
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INTRODUCAO

A determinacdo do consumo de alimentos apresenta grande importancia na nutricao
animal, pois permite relacionar a quantidade de nutrientes ingerida com o desempenho animal
(Berchielli et al., 2011).

Em sistemas de pastejo a determinacdo do consumo é complexa, pois existem diversos
fatores que o influenciam como aqueles relacionados com o pasto (morfologia da forragem,
estrutura do dossel forrageiro), e aqueles relacionados ao animal (estado fisioldgico, sanitario
e desempenho) (Santos, 1997; Reis & Silva, 2006).

Existem métodos diretos e indiretos para a determina¢do do consumo de animais a
pasto, contudo todos os métodos utilizados possuem limitacdes (Berchielli et al., 2006),
especialmente em sua acuracia (Carvalho et al., 2007).

Alguns métodos diretos foram inicialmente utilizados para avaliacdo do consumo,
como as diferencas entre os pesos dos animais antes e ap0s a ingestdo de alimentos, a
diferenca entre os pesos de massa de forragem antes e apds o pastejo, a avaliagdo do
comportamento ingestivo do animal e/ou da excrecdo fecal e digestibilidade dos nutrientes
com bolsas coletoras, porém estes ndo se mostraram eficazes devido as variabilidades dos
resultados, e as dificuldades experimentais a campo.

Estimativas indiretas a partir do uso de indicadores vém sendo aplicadas e
gradativamente melhoradas no que se refere a acuracia dos resultados. Os indicadores sao
substancias indigestiveis, geralmente de facil determinacdo, utilizadas como monitores
quimicos e fisicos em processos digestivos e metabolicos (Owens & Hanson, 1992).

Embora o uso de indicadores para estimativa de consumo de animais em pastejo
apresentem resultados precisos em relacdo aos métodos diretos, sua utilizacdo permanece
restrita a0 meio académico. Entretanto, procedimentos de adequacdo da metodologia — como
a identificacdo de novas substancias e formas de administracao e coletas, podem permitir sua
utilizagdo em condicBes técnicas de campo, atendendo demandas das inddstrias de
suplementos e até dos produtores.

As técnicas usuais foram ajustadas para condi¢des de estudos cientificos, levando-se
em consideracdo o controle dos fatores e das condi¢cdes experimentais, buscando a
minimizacdo dos efeitos e aumentando a acurécia dos resultados. A determinacdo de campo
por sua vez, tem como premissa exatamente o inverso, ou seja, ndo alterar ou controlar os

fatores, a fim de estimar o consumo nas condigdes naturais do ambiente e do animal.



A técnica experimental requer o manejo diario dos animais, como a conten¢do no
tronco, a aplicacéo dos indicadores e coleta retal de fezes dos animais por diversos dias. Outro
ponto limitante é o elevado custo para aquisicdo e andlises laboratoriais e o fato de alguns
indicadores, como o 6xido cromico apresentar potencial para contaminacdo do meio ambiente
(Oliveira et al., 2012a).

Assim, o estudo de novas substancias que apresentem caracteristicas de um potencial
indicador de féacil manipulacdo e aplicacdo no campo, que ndo represente riscos a salde
animal e ao ambiente e com custos mais acessiveis podera atender um nicho de oportunidades
e de demandas das industrias e produtores para estimativas do consumo de matéria seca
(CMS) de forragem.

Para as indlstrias de suplementos, o caulim é uma substdncia inerte usada
rotineiramente no preenchimento de férmulas, ndo apresentando nenhuma restri¢do alimentar,
ambiental e de baixo custo. Suas caracteristicas (similares a outros indicadores) o credencia
como possivel indicador para estimativa do CMS de ruminantes.

A demanda da inddstria encontra-se principalmente na necessidade de estimativas
acuradas de consumo de MS de suplemento. Neste sentido, o desenvolvimento de
metodologias acuradas, facilmente aplicaveis a campo, possibilitaria a inddstria certificar com
seguranca o consumo real dos seus produtos em propriedades especificas, abrindo médo de
leituras de cocho subjetivas e pouco acuradas.

No entanto, trabalhos sobre a utilizagdo do caulim como indicador ndo séo conhecidos
e os estudos no Brasil ainda sdo incipientes. Devido a escassez de informacdes, a utilizacdo do
caulim também demanda estudos para padronizacdo dos métodos de avaliacdo do consumo

para tornar sua aplicagdo pratica a campo.

1. Consumo e Digestibilidade

A ingestdo de forragem é resultante da associagdo de diversos fatores incluindo suas
caracteristicas quimicas e fisicas e as caracteristicas fisicas e fisiologicas do animal (Mertens,
1994; Burns et al., 1994).

A regulacdo do consumo de forragem apresenta duas fases, a primeira corresponde ao
fator ndo nutricional, representado pelo comportamento ingestivo dos animais em pastejo e a
segunda corresponde aos fatores nutricionais, como a digestibilidade, composi¢do quimica e
fatores metabolicos, que apresentam grande importancia na regulacdo da ingestdo (Reis &
Silva, 2006).



A partir de estudos de cinética do trato gastrintestinal, Waldo et al. (1972) propuseram
um modelo que utiliza interagOes de taxas de digestdo e passagem que estdo associadas ao
consumo e digestibilidade. O modelo considera o tamanho e enchimento ruminal constantes,
0 que nem sempre acontece (Silva, 2006). Outro modelo proposto por Mertens (1987)
considera mecanismos fisioldgicos, fisicos e psicogénicos de regulagdo de consumo.

Existem teorias de regulacdo de consumo que, de acordo com Mertens (1994),
prevalecem em algumas situacdes, como o controle do consumo a partir da geracdo de
metabolitos apos a ingestdo, o equilibrio do ganho do peso em animais adultos resulta em
consumo igual a producdo de energia, havendo regulagdo do consumo de acordo com as
exigéncias energéticas, e a regulacdo de consumo de curto prazo por controle quimiostético,
termostatico, aminostatico e psicogénico, e de longo prazo por controle lipostatico e de
enchimento.

Estimulos nos centros da fome e saciedade, localizados na regido ventromedial do
hipotdlamo (Silva, 2006) resultam em controle do consumo por meio de mecanismos
homeostaticos, visando manter o peso e reservas corporais dos animais adultos, e
homeorrético para atender exigéncias em situacdes especificas como gestacdo e lactacdo
(Pereira et al., 2003). Isso evidencia que o consumo é uma funcgdo das exigéncias energéticas
e depende da genética e condicdo fisioldgica do animal (Mertens, 1994).

O excesso de metabolitos na corrente sanguinea, com taxa superior ao que podem ser
removidos, resultam em sinal de saciedade pelo envio de informacBes captadas por
quimiorreceptores ao sistema nervoso central sinalizando alteragdes da concentracdo dos
metabolitos além de mudancas no pH e osmolalidade (Silva, 2006).

Existe intima relacdo entre mecanismos fisicos de controle de consumo e a digestdo e
desaparecimento da fibra no trato gastrintestinal (TGI), sendo esta melhor representada pela
fibra em detergente neutro (FDN) (NRC, 1987; Mertens, 1994; Silva, 2006), uma vez que a
limitacdo fisica na ingestéo de alimentos esta relacionada a degradag&o do alimento e ao fluxo
da digesta pelo TGI (Silva, 2006).

A distensdo fisica do reticulo-rimen geralmente é aceito como o principal fator
limitante de consumo de forragens em dietas com alto teor de fibra (Baile & Forbes, 1974).
Nesse caso, a regulacdo do consumo sera de curto prazo, em que 0s receptores de tensdo sdo
estimulados, os estimulos atingem o centro de saciedade no cérebro e inibem os estimulos de
consumo (Mertens, 1994).

Em situagdo de regulagdo fisica de consumo de longo prazo, em que dietas com alta

concentracdo de fibras limitam a ingestdo de MS, a capacidade do TGI é modificada pela



hipertrofia de 6rgdos, aumentando o limite fisico dos mesmos (Waldo, 1986; Mertens, 1994).
Ao comparar o consumo de FDN em animais com diferentes inclusdes de alimento volumoso,
Detmann et al. (2003) e Fernandes (2009) encontraram resultados que corroboram a
explicacdo anterior, em que observaram possiveis adaptac6es de limite fisico possibilitando
aumento do consumo de FDN e consequentemente de MS.

A regulacdo psicogénica envolve a resposta do comportamento animal frente aos
fatores de inibicdo ou estimulos do alimento ou ambiente que ndo estejam relacionados ao
valor energéetico ou enchimento (Mertens, 1994). Fatores como paladar, cheiro, textura,
aparéncia visual do alimento, o estado emocional do animal, interagGes sociais e a experiéncia
ingestiva anterior podem atuar como controladores de consumo (Silva, 2006). Estes estimulos
psicogénicos modificam ou modulam as fung6es de regulacao fisioldgica e fisica.

A digestibilidade representa o valor nutricional dos alimentos, sendo dependente das
caracteristicas do préprio alimento (fisicas e quimicas), de sua interagdo com o animal, como
a quantidade de alimento ingerido, ou mesmo por seu estado fisiolégico (NRC, 1981).

Alteracbes ruminais, como mudanca de pH, substratos, tamanho de particulas e taxa
de passagem, podem alterar drasticamente a velocidade de crescimento e acdo digestiva
microbiana (Owens & Goetsch, 1993).

Existe alta correlagdo entre o nivel de alimentacdo e a taxa de passagem do alimento
pelo ramen (Oliveira, 2005), sendo que esta ultima juntamente com a taxa de digestdo tem
relacdo direta com a porcentagem de degradacdo ruminal (Russell et al., 1992). Portanto, o
desaparecimento das particulas digestiveis do ramen pode ocorrer simplesmente pela
passagem desta no compartimento ou através da sua digestdo (Oliveira, 2005). Enquanto as
fracdes indigestiveis somente desaparecem do rimen por meio de sua passagem (Waldo et al.,
1972). O tamanho das particulas da digesta diminuem de forma proporcional a velocidade de
passagem (Prigge et al., 1990), indicando a importante influéncia da taxa de passagem sobre
os valores de digestibilidade.

O consumo de suplemento proteico melhora o processo de digestdo de bovinos
alimentados com forragem de baixo valor nutricional por aumentar a degradabilidade efetiva,
acelerar a taxa de passagem, reduzindo o tempo de retengdo ruminal (Oliveira et al., 2010).
Apesar da queda na digestibilidade total pelo aumento da taxa de passagem (Ellis et al.,
1994), existe a compensacao pelo aumento na absorcdo de nutrientes (Russell et al., 1992).

O conhecimento da cinética dos alimentos representa uma ferramenta nas avaliagGes

das taxas de passagem de diferentes dietas (Aitchinson et al., 1986).



Nesse contexto, alguns modelos para o estudo dos alimentos, como o
unicompartimental (Colucci et al., 1990) e bicompartimental (Grovum e Williams, 1973), séo
utilizados nas avaliacbes das taxas de passagem das fases liquidas e sélidas, respectivamente
(Oliveira, 2005).

2. Estimativas do Consumo e da Digestibilidade

Os métodos para determinacdo do consumo em pastejo dividem-se em diretos e
indiretos podendo-se destacar a diferenca de peso corporal, diferenca das massas de forragem,
comportamento ingestivo, determinagdes por meio de estimativas da excrecdo fecal e
digestibilidade, entretanto todos apresentam alguma limitacdo (Berchielli et al., 2006). Apesar
dos avancos metodologicos as estimativas de consumo em sistemas de pastejo ainda sdo
deficientes em acuracia e confiabilidade (Carvalho et al., 2007).

O método direto que consiste em pesar 0s animais antes e apds o pastejo foi
recomendado por Horn et al. (1979) como sendo o melhor para a estimativa de consumo de
forragem, porém Burns et al. (1994) relataram desvantagens, como o fato de medir o consumo
em matéria natural e a necessidade de avaliagdes por tempo curto, devido as possiveis perdas
por defecacdo, miccdo e respiracdo e, segundo Reis & Silva (2006), os ganhos observados
podem ser devido a ingestdo de minerais e agua.

A estimativa direta por meio do método da diferenca da massa de forragem é
realizada medindo a reducdo da massa de forragem em determinado periodo (pré e pds
pastejo). A ingestdo didria de MS (IMS) € obtida pela razdo entre o valor da reducdo de
massa de forragem (RMF) e o produto do nimero de animais (NA) e os dias pastejados (DP)
(Burns et al., 1994), conforme a equacéo:

IMS=RMF/NAXDP Eq. 1

Fatores como o pisoteio e crescimento da forragem podem reduzir a acuracia dos
resultados (Berchielli et al., 2006), dessa forma, Corbett (1978) recomenda considerar o
crescimento da forragem quando o periodo de pastejo for superior a dois dias, evitando
maiores problemas com a estimativa.

A avaliacdo do comportamento ingestivo dos animais representa outra técnica para
estimar o consumo de MS, ja que alteracGes em variaveis como tempo de pastejo, ruminacéo,
ocio, taxa e tamanho de bocado afetam o consumo animal (Stobbs, 1973).

Longos periodos de alimentagdo (4 a 12 horas) sdo observados em bovinos em

pastagem com baixo teor energetico (Birger et al., 2000). Assim, o tempo de pastejo vai



depender do atendimento das exigéncias energéticas, do enchimento ou simplesmente das
caracteristicas anatdmicas ou apetite do animal (itavo et al., 2008).

As estimativas de consumo pelo comportamento de pastejo sdo feitas por meio da
multiplicacdo da massa do bocado, taxa de bocado e tempo de pastejo (Burns et al., 1994), de
acordo com a equacao adaptada de Costa et al. (2011):

IMS = (MBXNBXTP)x%MO Eq. 2

Onde, IMS = ingestdo de MS (g.dia-1); MB = massa do bocado (g MO); NB = nimero
de bocados (boc./min); TP = tempo de pastejo (min/dia); %MO = teor de matéria organica da
forragem aparentemente consumida pelos animais em pastejo.

Como vantagem desta técnica destaca-se 0 reduzido estresse dos animais (Reis &
Silva, 2006), porém a falta de constancia do tamanho e nimero de bocados limitam uso da
técnica (Berchielli et al., 2006).

A associacdo de informacbes acuradas da excrecdo fecal (EF) didria e da
digestibilidade da dieta (D) permite estimar o consumo de MS do animal, fazendo uso da
equacdo (Cavalcanti et al., 2013):

Consumo (kg/dia) = EF/(1-D) Eq. 3

Uma medida direta da excrecdo fecal pode ser realizada utilizando bolsas coletoras, e
apenas com andlises de MS é possivel determinar a producdo fecal. Algumas desvantagens
como a reducdo no desempenho, coleta incompleta de fezes e alteracdo de comportamento
ingestivo tornam a técnica impraticavel para bovinos em pastejo (Burns et al, 1994). Como
alternativa, existem métodos indiretos para determinacédo da excre¢do fecal a partir do uso de
indicadores internos e externos.

A estimativa indireta da excrecgdo fecal é obtida a partir da relagdo entre a quantidade
de indicador fornecido diariamente ao animal e sua concentracdo nas fezes (Sampaio et al.,
2011b):

EF = ID/If Eq. 4

Onde, EF é a excrecdo fecal estimada em g/dia, ID é a quantidade de indicador
fornecida diariamente em g/dia, e IF é a concentracdo do indicador na amostra fecal
representativa em g/g).

Estimativas acuradas da producdo fecal dependerdo da amostragem regular e
representativa das fezes além da constancia do fluxo do indicador (Marais, 2000).

A digestibilidade aparente é determinada pela diferenga entre a quantidade de nutriente

consumido e excretado nas fezes (Marais, 2000). Em situagdo de pastejo, em que ndo é



possivel a coleta total de fezes, a estimativa da digestibilidade pode ser obtida por meio de
técnicas de desaparecimento da MS in vitro e in situ.

Em situacbes em que a técnica in vitro apresenta-se inviavel, o uso de um indicador
interno possibilita a estimativa da digestibilidade aparente (Cavalcanti et al., 2013):

DA(%) = 100-(100xla/If) Eq.5

Onde DA é a digestibilidade aparente, la é a concentracdo do indicador no alimento, If
¢ a concentracdo do indicador nas fezes.

Existe equacdo que permite estimar a digestibilidade aparente dos nutrientes que
compdem a forragem ou alimento (Marais, 2000).

DN=1000-1000x(1-la/1f)x(Na*/Nf) Eq. 6

Onde, DN ¢ a digestibilidade do nutriente, la € concentracdo do indicador no alimento,
If é a concentragédo do indicador nas fezes, Na® € a concentragdo do nutriente no alimento e Nf

é a concentracdo do nutriente nas fezes.

3. Indicadores de consumo e/ou excrecao fecal

Os indicadores sdo substancias indigestiveis, geralmente de facil determinacdo,
utilizados como monitores quimicos (como da hidrolise e sintese de compostos) e fisicos (a
exemplo da taxa de passagem) em processos digestivos e metabdlicos (Owens & Hanson,
1992).

Algumas propriedades permitem caracterizar determinadas substancias como
indicadores, como ser inerte, ndo ser toxico, ndo ter funcéo fisioldgica, ndo ser metabolizado,
poder ser processado com o alimento, ser recuperado totalmente a partir do TGI, nédo
influenciar a motilidade e secre¢des intestinais, ndo influenciar e nédo ser influenciado pela
microbiota do TGI, possuir propriedades fisico-quimicas que ndo interfiram nos processos
digestivos, fluir de forma similar ao material marcado e apresentar um método analitico facil,
preciso e acurado (Fahey & Jung, 1983).

Um indicador que apresente todas as caracteristicas descritas acima é considerado um
indicador ideal (Mayes et al., 1986). Assim, pesquisas tem sido realizadas com intuito de
descobrir um indicador ideal.

Os indicadores tém sido bastante utilizados em trabalhos de nutricdo e alimentacédo
animal, principalmente quando ndo é possivel obter dados de produgdo fecal e/ou
digestibilidade de forma direta. O método dos indicadores, apesar de bastante utilizado, ainda

apresenta falhas, principalmente em relacéo a recuperagédo fecal do indicador. Na maioria das



vezes essa recuperacao é inferior a 100%, resultando em superestimativas da producao fecal
(Berchielli et al., 2006).

Variagdes nas concentracGes fecais dos indicadores podem estar associadas a
frequéncia de administracdo aos animais. Em algumas situacdes é impraticavel coletar fezes
mais de duas vezes ao dia, assim, devido & baixa frequéncia de amostragem, as amostras
podem néo ser representativas (Berchielli et al., 2006).

Os estudos sobre os indicadores tém possibilitado ajustes de metodologia (dose diaria
e tempo de estabilizacdo), coletas (vezes por dia e nimero de dias) e andlises (vicio de
amostragem e procedimentos laboratoriais), melhorando a precisdo das técnicas para
estimativas de consumo e digestibilidade (Oliveira et al., 2012a).

Para predicao dessas caracteristicas faz-se necessario o uso de indicadores internos e
externos. Os internos sdo representados por alguns componentes intrinsecos a dieta e sdo
mais utilizados em estimativas de digestibilidade aparente, ndo sendo descartado seu uso em
estimativas de excrecdo fecal. Os externos séo fornecidos ao animal via oral ou ruminal,
representados por substancias que nao fazem parte da dieta.

Ao comparar os indicadores citados, verifica-se algumas vantagem dos internos sobre
0s externos por permanecerem uniformemente distribuidos na digesta (Piaggio et al., 1991),
ndo serem digeridos nem absorvidos pelos animais (Cavalcanti et al., 2013), porém a variacdo
de sua recuperacdo nas fezes pode ser uma limitacdo da técnica (Fahey & Jung, 1983).

Portanto, o conhecimento da recuperacdo fecal dos indicadores nas fezes representa
uma ferramenta para avaliacdo do indicador e/ou uma forma de possibilitar seu uso em
situacBes em que sua recuperacao nas fezes é diferente de 100% (Tab. 1). Algumas equacgdes
podem ser utilizadas para a avaliagdo de suas porcentagens: Recuperacédo fecal da MS = (g de
MS fecal estimada/g de MS fecal real) x 100; Gramas de MS fecal estimada = (g ingerida do
indicador/% de indicador nas fezes); Recuperacdo do indicador = (1/Recuperacdo de MS
fecal) x 100 (Zeoula et al., 2002).

Os representantes de indicadores internos incluem a lignina, cromogénio, silica, cinza
insolivel em acido e em detergente acido, MS indigestivel (MSi), fibra em detergente neutro
indigestivel (FDNI), fibra em detergente acido indigestivel (FDAI) e também os n-alcanos de
cadeia impar.

A lignina é formada por polimeros condensados resistentes a hidrolise acida e alcalina
e a diversos complexos enzimaticos (Fukushima & Hatfield, 2003), estas caracteristicas

indicam a indigestibilidade do indicador.



Tabela 1. Compilagdo de resultados de recuperagdo fecal, acuracia e precisdo de diferentes
indicadores.

Indicador RF! (%) Acurécia? Precisdo® Referéncia
110,5 Bohnert et al., 2000
_— 68,18 5,98 8,57 Gobesso et al., 2011
de;'r%g'nrlz o o 89,6 Pombo et al., 2016
74,4 -10,1 3,72 Rodrigues et al.,2010
100,0 -0,56 7,02 Siqueira et al., 2009
99,9 Bohnert et al., 2000
89,76 Zeoula et al., 2002
Fibraem 103,67 Oliveiraetal., 2012b
detergente acido 99,4 Pombo et al., 2016
indigestivel 130,0 Cezimbra, 2010
93,7 -2,47 3,24 Rodrigues et al.,2010
102,07 Sampaio et al., 2011a
101,6 Zeoula et al., 2002
Fibra em 107,0 Ce_zin_wbra, 2010
detergente neutro 94,08 Oliveira et al., 2012b
indigestivel 96,0 Pompo etal., 2016
90,9 -3,50 3,67 Rodrigues et al.,2010
98,87 Sampaio et al., 2011a
Cinza insolavel 105,77 Zeoula et al., 2002
em acido 111, 65 -7,55 7,85 Gobesso et al., 2011
Dioxido de 174,0 Cezimbra, 2010
titanio 101,95 Sampaio et al., 2011a
86,0 Cezimbra, 2010
LIPE® 95,04 Lanzetta et al., 2009
73,22 12,07 4,14 Gobesso et al., 2011
86,1 -4.62 1,24 Rodrigues et al.,2010
Oxido crémico 99,50 Sampaio et al., 2011
88,0 -4,69 3,14 Siqueira et al., 2009
83,73 Lanzetta et al., 2009

IRF: Recuperacdo fecal dos indicadores.
2Acurécia dos indicadores avaliada pelo viés médio.
3Precisdo dos indicadores avaliada pela raiz quadrada média do erro de predicdo (RQMEP).

A caracteristica de ndo ser digerida e a recuperacdo quantificavel nas fezes incentivou
0 uso da lignina como indicador interno. Entretanto, existe a possibilidade desses polimeros
serem degradados durante a passagem pelo TGI alterando sua recuperagdo nas fezes
(Cavalcanti et al., 2013). Dessa forma, sua utilizacdo como indicador torna-se questionavel
uma vez que foi demonstrada grande varia¢ao da digestibilidade da lignina (27,9 a 53,3%) em
diversas dietas (Fahey &Jung, 1983).

Recomenda-se utilizar a lignina como indicador quando sua concentracdo na MS das
racbes for superior a 5%, porém deve-se ter cautela ao utiliza-la devido sua incompleta
recuperacdo fecal que resultara em subestimativa da digestibilidade (Cavalcanti et al., 2013).

Os pigmentos de plantas completamente recuperados nas fezes sdo chamados de

cromogénios. Seu uso como indicador interno limita-se a forragem com grande contetdo de
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clorofila (Burns et al., 1994). Por esse motivo apresenta baixa frequéncia de utilizacdo, além
dos resultados muito varidveis e pouco confiaveis (Cavalcanti et al., 2013).

A silica também apresenta uso limitado pois, apesar de ser indigestivel e recuperada
nas fezes, sua concentracdo nas forragens é considerada inconsistente devido a grande
ocorréncia de contaminagdo pelo solo (Burns et al, 1994).

As cinzas, insoluvel em é&cido (CIA) e em detergente acido (CIDA), também
constituintes naturais da dieta, apresentam estimativas satisfatorias (Cavalcanti et al., 2013).
As vantagens do seu uso como indicador interno tem como base suas analises simples e
rapidas e auséncia de variagdes diurnas e diérias dos indicadores (Aradjo et al., 2000; Zeoula
et al., 2002).

Para que a predicdo da digestibilidade a partir desses indicadores seja acurada 0s
resultados de estimativa da recuperacdo fecal devem ser confiaveis, para isso, recomenda-se
utilizar alimentos que contenham concentragdo minima de 0,75% de CIA e concentracao
superior a 3% de CIDA na MS (Thonney et al., 1984; Sherrod et al., 1988 apud Berchielli et
al., 2000).

Deve-se ter cuidado quanto ao risco de ingestdo de solos, quando utilizados em
experimento com animais sob pastejo, pois essa ingestdo representa importante fonte de erro
na determinacdo da digestibilidade (Cavalcanti et al., 2013).

Os indicadores representados pelos residuos indigestiveis (MSi, FDNi e FDAI)
precisam ser submetidos a digestdo, permanecendo no ramen por periodo minimo de 144
horas pela técnica de incubacdo in situ (Berchielli et al., 2000). Existe grande falta de
padronizacdo nos estudos de residuos indigestiveis, incluindo diferencas nos tempos de
incubacdo, entre tamanhos de particulas, porosidade dos sacos de incubagdo e quantidade de
amostra, 0 que levou Rebougcas et al. (2013) a proporem o uso de uma Unica metodologia
nestes estudos como forma de padronizacdo da técnica e possibilidade de comparacdo dos
resultados.

A possibilidade de uso dos residuos indigestiveis como indicadores internos esta
diretamente associada a semelhanga estatistica com os resultados obtidos por meio de coleta
total.

O uso da MSi como indicador somente sera possivel caso seus valores de recuperacéo
fecal sejam considerados nos calculos, devido a alta variabilidade (64,8 a 108,4%) (Kozloski
et al., 2009). Ainda assim, a técnica mostra-se pouco precisa para detectar pequenas
diferencas na digestibilidade, devido seu baixo coeficiente de determinacéo (63%) (Kozloski
et al., 2009).
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Maior variabilidade e menor precisdo na recuperacdo fecal da MSi em comparagédo a
FDNi foi demonstrado por Sampaio et al. (2011a). Isto pode estar associado a falta de
constancia da contaminacdo microbiana entre os materiais (Casali et al. 2008) e auséncia de
homogeneidade entre as repeticdes. Porém, o uso da MSi foi considerado mais aceitavel
quando comparado a FDNi (Kozloski et al., 2009).

As altas concentracGes de FDNi na MS da dieta (15,31 e 17,88%) (Berchielli et al.,
2000) sdo indicativos de resultados satisfatorios nas estimativas de digestibilidade. Entretanto,
a técnica de FDNi mostrou-se pouco precisa quando comparada aos dados observados,
apresentando baixo coeficiente de determinacdo (60%) e recuperacdo altamente varidvel e
incompleta (49,5 a 67, 9%) (Kozloski et al., 2009).

Assim como a FDNI, ao utilizar a FDAI como indicador interno, deve-se considerar a
composicdo da fibra, o tamanho das particulas incubadas, o nimero de dias e horérios de
coletas de fezes e o tempo de incubacgdo ruminal (Zeoula et al., 2002).

Os dados observados em alguns trabalhos vém demonstrando inconstancias nos
resultados obtidos a partir do uso de FDNi como indicador, a exemplo tem-se dados de
digestibilidade subestimados (Zeoula et al., 2000), recuperacdo fecal da FDNi proxima de
100% (Zeoula et al., 2002) e subestimativas da producéo fecal (itavo, 2001).

Ao escolher a FDAI como indicador maior cuidado analitico deve ser tomado,
especialmente durante as pesagens, pois apresenta pequena massa residual ficando sujeito a
maiores erros de acuracia (Sampaio et al., 2011a). Contudo, estudos encontraram resultados
de digestibilidade, estimados a partir da FDAI, estatisticamente iguais aos obtidos por coleta
total de fezes (Berchielli et al., 2000), e existe a recomendacdo de escolha do indicador FDAI
para estimativas de producdo fecal em detrimento do FDNi pelo fato deste Gltimo resultar em
subestimativas (itavo, 2001).

Os n-alcanos de cadeia impar sdo componentes naturais da cera cuticular formados por
cadeias impares de 25 a 35 atomos de carbono (Czs a Css) (Cavalcanti et al., 2013). Foram
considerados adequados como indicadores fecais indigestiveis pelo fato de serem
guimicamente inertes e por serem mais facilmente analisados quando comparados aos acidos
graxos de cadeia longa que haviam sido considerados como possiveis indicadores (Mayes et
al., 1984).

Para obter estimativas acuradas recomenda-se que a concentracdo de alcanos naturais
nas plantas seja superior a 50 mg/kg de MS (Casson et al., 1990). Contudo, a técnica
apresenta limitagdes, como a necessidade de conhecimento prévio do perfil de n-alcanos da

forragem consumida pelo animal (Cortes et al., 2005), a variacao da concentracdo dos alcanos



12

entre as forrageiras e também dentro da mesma espécie de acordo com o periodo do ano ou
ciclo vegetativo (Cavalcanti et al., 2013).

Outros indicadores de grande importdncia para o0s estudos de consumo e
digestibilidade sdo os externos, substancias inertes que ndo fazem parte da dieta, fornecidos
individualmente ou adicionados a dieta (Cavalcanti et al., 2013).

Entre os representantes dos indicadores externos utilizados na técnica de excregdo
fecal e digestibilidade aparente para avaliacbes de consumo estd o dioxido de titanio, os
lantanideos, n-alcanos de cadeia par, o 6xido crémico e o LIPE®.

Esses indicadores podem ser administrados em dose Unica ou continuamente, com
determinada frequéncia em um periodo de tempo, objetivando alcancar um equilibrio de
forma que a digesta esteja marcada uniformemente e a taxa de saida seja constante (Marais,
2000).

A administracdo individual diéria do indicador exige que os animais em pastejo sejam
deslocados do piquete ao curral, contidos no tronco e que sejam submetidos a introducdo oral
de capsulas contendo a quantidade exata do indicador, com auxilio de sonda esofégica. Tal
procedimento provoca mudangas comportamentais de pastejo, causa estresse nos animais
acostumados a permanecerem constantemente no piquete, além de poderem provocar
irritagdes na mucosa oral e do esofago.

Existem substancias administradas aos animais que apresentam liberagdo controlada
do indicador (bdlus). Estas apresentam a vantagem de ndo necessitar da administracdo diaria
do indicador, contudo é comum ocorrer estimativas superiores da producdo fecal devido a
discordancia entre a taxa de liberacdo descrita no equipamento (utilizada nos calculos) e a
verdadeira taxa de liberacdo (Marais, 2000).

O indicador externo dioxido de titanio (TiO2) é insoluvel em &gua, de coloragdo
branca, sem odor ou sabor (Cavalcanti et al., 2013). Este pode ser utilizado como substituto
do oOxido crébmico, pois apresenta completa recuperacdo fecal, com valores iguais
estatisticamente a 100% (99,51 e 104%), ndo e afetado pelas diferentes condigdes de
alimentacdo e ndo apresenta limitacdo quanto a sua incluséo na dieta animal (Sampaio et al.,
2011a). Apresenta como vantagem a inexisténcia de propriedades carcinogénicas (Cavalcanti
etal., 2013).

O dioxido de titanio ndo tem efeito prejudicial sobre ovinos quando ingerido 2 a 3 ¢
por dia, apresentando recuperagédo fecal de 98% (Marais, 2000). Em estudos com novilhos,
Titgemeyer et al. (2001) também indicaram a possibilidade de uso desta substancia para

bovinos. Uma das principais limitagdes encontra-se na escolha da técnica para determinacéo
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do indicador que deve apresentar resultados quantitativos precisos e ndo apenas qualitativos
(Cavalcanti et al., 2013).

Os lantanideos sao representados por quinze elementos quimicos que compde 0 grupo
de metais terras-raras, sendo que diversos deles sdo utilizados como indicadores, como o
itérbio, lantanio, cério, disprésio e eurdpio (Marais, 2000).

Dentre os lantanideos, o elemento mais utilizado como indicador externo é o cloreto
de itérbio (Silva & Costa, 2013), que apresenta concentracdo constante em 24 horas de
amostragem (Owens & Hanson, 1992). O itérbio tende a se dissociar da particula de alimento
e migrar para particulas ndo marcadas, além da possibilidade de sofrer solubilizagdo em meios
acidos como o abomaso (Crooker et al., 1982). Ao comparar os coeficientes de digestibilidade
obtidos a partir do cloreto de itérbio e coleta total, Saliba et al. (2002) observaram que o
indicador externo subestimou os resultados em 24%.

Os N-alcanos de cadeia par, com 28 a 32 carbonos (C2s a Cs2), sdo utilizados como
indicadores externos, pois ocorrem em concentragdo muito baixa nas plantas (< 40 mg/kg de
MS) (Cavalcanti et al., 2013).

A recuperacdo fecal desses indicadores varia de 78,8 a 88,9% entre os n-alcanos de
menor (Czg) € maior (Cz2) cadeia, respectivamente, e essas variagdes nas taxas de recuperacao
se assemelham entre os n-alcanos de cadeia impar (Czs a Css) (Mayes et al., 1986).

A combinacdo de n-alcanos de cadeia par e impar em uma mesma dieta pode ser
utilizada como ferramenta para estimativa de consumo de MS. Nestes casos, o célculo do
consumo diario de MS pelo método do duplo n-alcano é determinada pela equagdo: Consumo
(kg MS/dia) = [(Fi/Fp)xDdp]/[Hi-(FpxHP)], onde: Fi e Fp representam respectivamente, 0s
teores de n-alcanos de cadeia impar e par nas fezes (mg/kg MS); Hi e Hp s&o respectivamente,
os teores de n-alcanos de cadeia impar e par nas forragens (mg/kg MS); Ddp € a dose diaria
de n-alcanos de cadeia par (mg/kg MS) (Cavalcanti et al., 2013).

Alguns aspectos dos n-alcanos limitam sua escolha como indicador nos estudos de
consumo e digestibilidade, como o alto custo (Carvalho et al., 2007), a necessidade de
conhecimento prévio do perfil de n-alcanos da forragem consumida pelo animal (Cortes et al.,
2005), a ocorréncia de variagGes importantes na concentracdo fecal quando administrado uma
vez ao dia (Berchielli et al., 2006) e, quando se utiliza a técnica do duplo n-alcano, a
ocorréncia de baixas concentracbes em determinadas gramineas tropicais (Laredo et al.,
1991).

Conhecido como sesquidxido de cromo, o Oxido crébmico € um dos indicadores

externos mais difundidos e utilizados nas estimativas de producdo fecal. As vantagens
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apresentadas por este indicador como, ser facilmente incorporado a dieta, apresentar analise
relativamente facil e baixo custo em relacdo aos demais (Morenz et al., 2006), além de
permitir estimativas satisfatorias do consumo de MS de bovinos a pasto (Oliveira et al., 2004)
sdo alguns dos motivos para a escolha do 6xido crémico como indicador externo nos estudos
de consumo.

Algumas desvantagens relacionadas ao uso desse indicador foram relatadas na
literatura, incluindo a incompleta homogeneizacéo na dieta (Coelho Silva & Ledo, 1979), alta
variacdo diurna de excrecdo fecal (Owens & Hanson,1992; Van Soest, 1994; Kozloski et al.,
2006), recuperacdo incompleta (Mir et al., 1989), passagem mais rapida pelo rimen que o
material fibroso e possibilidade de acumulo em partes do TGI (Van Soest, 1994), além do
potencial carcinogénico que tem limitado seu uso, havendo gradual substituicdo por outros
indicadores (Oliveira et al., 2012a).

Ao comparar a produgdo fecal estimada a partir do indicador 6xido crémico com a
producdo real, Barros et al. (2009), demonstraram uma estimativa superior da producao fecal
em 5%, com boa recuperacao do indicador (96,92%). Da mesma forma, Soares et al. (2004),
em estudo do consumo de MS utilizando a técnica do 6xido cromico encontraram resultados
superestimados em 9,25% do consumo.

Pesquisas sobre lignina isolada de residuos de milho por Saliba et al.(1999) deram
inicio aos estudos sobre o indicador externo LIPE®, caracterizado como hidroxifenilpropano
modificado e enriquecido, indicador externo desenvolvido especificamente para pesquisa
(Saliba, 2013).

Os resultados apresentados por Oliveira (2005) demonstraram que a excregéo fecal e o
consumo obtidos por meio desse indicador ndo diferem daqueles obtidos pelo 6xido crémico
0 que caracteriza o LIPE® como um indicador externo capaz de estimar satisfatoriamente a
excrecdo fecal e o consumo de bovinos. Da mesma forma, Soares et al. (2011) indicaram o
LIPE® como indicador externo de estimativas acuradas para a producéo fecal de bdfalos pelo
fato dos resultados n&o diferirem dos valores do total de producéo fecal.

A utilizacio do LIPE® permite obter estimativas acuradas e eficientes de producio
fecal em experimentos com diversas espécies animais, realizando andlises rapidas e simples
por meio de espectroscopia de infravermelho proximo (Saliba et al., 2015). Porém, por se
tratar de uma técnica recente, desenvolvida especificamente para pesquisa (Saliba, 2013), seu

uso limita-se aos experimentos e meio académico.

3.1 Formas de administracéo dos indicadores
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Apesar da variedade de indicadores disponiveis para os estudos de consumo e
digestibilidade, a garantia de resultados precisos e acurados nao se restringe apenas a escolha
do indicador, mas também a sua forma de administracao.

Para escolher adequadamente um indicador e a sua forma de administracdo deve-se
reconhecer que os mesmos apresentam diferencas em suas propriedades e que a escolha
também dependera do tipo de dados que se deseja obter com o estudo (Merchen, 1993).

A administracao do 6xido cromico em p6, embalado em céapsulas de papel ou gelatina,
via sonda oro esofégica, € a forma mais utilizada deste indicador (Carvalho et al., 2007). O
fornecimento do cromo em poé tende a agravar algumas limitagdes desse indicador (Comeron,
1991), como a recuperacdo fecal incompleta (Soares et al.,, 2004) e a irregularidade na
excrecdo ao longo do dia (Morenz et al., 2006; Kozloski et al., 2006). Contudo, ao administra-
lo juntamente com o concentrado pode haver uma reducdo na variagdo diurna de sua excre¢édo
(Ferreira et al., 2009).

O estresse causado pelo manejo e pelo fornecimento em si do indicador pode ser
reduzido quando o mesmo é fornecido via ruminal, contudo os problemas de homogeneizagéao
com a dieta continuam presentes (Carvalho et al. 2007).

A mistura de indicador com alimento concentrado peletizado permite melhorar sua
associacao com as particulas de digesta, facilitar o manejo, diminuir o estresse causado aos
animais e controlar sua ingestdo (Carvalho et al., 2007). Porém, para que nao haja necessidade
do uso de canula ruminal, a mistura de indicador mais concentrado deve ser palatdvel com
pequena quantidade do indicador, o que exige um método de analise sensivel e preciso
(Carvalho et al., 2007).

A administracdo dos indicadores Oxido cromico, didxido de titdnio e LIPE®
juntamente com o concentrado permite estimar a digestibilidade de maneira semelhante ao

método de coleta total (Ferreira et al., 2009).

3.2 Técnica do triplo indicador
Bovinos submetidos ao regime de pastejo podem ter consumos de forragem e
suplemento estimados separadamente a partir da técnica dos trés indicadores.
Os indicadores externos, como o litio (Kanh, 1994), iterbio (Earley et al., 1999), 6xido
cromico e dioxido de titanio (Kincheloe, 2004; Fernandes et al., 2012; Lima et al., 2016)
podem ser utilizados como ferramentas para avaliagdo do consumo individual de suplementos

de animais sob pastejo.
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A técnica consiste em administrar um indicador externo via sonda esofégica, para a
estimativa da excregdo fecal, um segundo indicador externo deve ser adicionado ao
suplemento para estimativa deste consumo e um indicador interno para a estimativa direta do
consumo de pasto e indireta da digestibilidade da dieta (Fernandes et al., 2012).

O uso de equag0es, (Eq. 1 e 2), permite estimativas dos consumos de matéria seca de
suplemento e consumo voluntario de matéria seca (kg/dia) (Fernandes et al., 2012; Rocha et
al., 2012):

CSUP= EF x CFie Eq.1
CSie

em que: CSUP = consumo de matéria seca de suplemento (kg/dia); EF = excrecdo fecal
(kg/dia); CFie = concentracdo fecal de indicador externo (kg/kg); CSie = concentracdo de
indicador externo no suplemento (kg/kg).

CMS= [(EF x Fz) — (CSUP x Ssp)] + CSUP Eq.2
Ps

em que: CMS = consumo de matéria seca (kg/dia); EF = excrecdo fecal (kg/dia); Fz =
concentracdo de indicador interno nas fezes (kg/kg); CSUP = consumo de matéria seca de
suplemento (kg/dia); Ssp = concentracdo de indicador interno no suplemento (kg/kg); e Ps =

concentragdo de indicador interno na forragem (kg/kg).

4. Oxido de Cromo (V1) — Cr203

O oxido crémico é o indicador externo mais utilizado na estimativa de produgéo fecal
(Soares et al., 2011) em estudos de consumo e digestibilidade de ruminantes.

A administracdo do referido indicador em cépsulas de papel durante 12 dias permite
alcancar o equilibrio de sua excrecdo fecal (Aroeira, 1997). Resultados mais coerentes de
consumo e desempenho sdo observados quando a quantidade diaria de 6xido cromico (10 g) €
aplicada em uma unica dose (Detmann et al, 2001).

A estabilizacdo da concentracdo fecal do 6xido crébmico é observada no terceiro dia
apos o inicio da oferta do indicador, sendo suficiente igual periodo de adaptacdo ao indicador
(Oliveira, 2005).
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A acuracia dos resultados de producgdo fecal e consumo de matéria seca podem ser
influenciadas por algumas caracteristicas desse indicador, como a incompleta
homogeneizacédo a dieta (Coelho Silva & Ledo, 1979), alta variacdo diurna de excrecao fecal
(Owens & Hanson,1992; Van Soest, 1994; Kozloski et al., 2006), recuperacdo incompleta
(Mir et al., 1989) e passagem mais rapida pelo ramen que o material fibroso, possibilitando
seu acumulo em partes do trato gastrintestinal (Kameoka et al., 1956).

A variacdo na excrecao fecal do oxido crémico e seu possivel acimulo no omaso e
abomaso estdo associados a superestimativas da producéo fecal e do consumo de matéria seca
nos estudos de consumo e digestibilidade em animais ruminantes (Soares et al. 2011).

O 6xido crémico pode resultar em superestimativas de 9,25% do consumo de matéria
seca em relacdo ao consumo medido pelas diferencas de alimento oferecido e sobras e ainda
assim ser considerado um indicador satisfatorio (Soares et al., 2004).

Publicacdes do Journal of Animal Science entre os anos de 1985 e 1995 mostram o
Oxido crémico como o indicador mais utilizado nos trabalhos, com importante informacdes
cientificas sobre o consumo e digestibilidade de alimentos (Titgemeyer, 1997). Apesar da
representatividade desse indicador nos estudos de consumo e digestibilidade, observa-se uma
tendéncia de substituicdo do 6xido crémico por substancias que representem menor risco a

salde e ao meio ambiente (Oliveira et al., 2012a).

5. Busca por um novo indicador — Caulim

A determinacdo do consumo e digestibilidade por técnicas indiretas esta intimamente
relacionada com a escolha do indicador que representa um importante passo para resultados
acurados e precisos. O fato de todos os indicadores em uso apresentarem limitacGes abre
espaco para a busca de novas substancias ou moléculas que apresentem propriedades
favoraveis como futuros indicadores. O caulim destaca-se como interessante alternativa, pois
ja faz parte da nutricdo dos animais e por se tratar de um mineral cujas caracteristicas
evidenciam possivel aplicacdo como indicador fecal.

O termo caulim é derivado de uma localidade conhecida como Kao-Ling na China,
que significa colina alta, onde a populacao local utilizava a argila presente no solo da colina
na producdo de porcelanas finas, sendo esta a razdo de ser comercialmente também
conhecido como "China Clay" (Bristow, 1987b).

O caulim é um argilomineral representado principalmente pela caulinita e haloisita,

presentes em abundéncia na natureza (Silva, 2001). Apresenta varias aplicaces industriais
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(Murray, 2000; 2007), bastante utilizado como material de enchimento (Xiang and Gu, 2006;
Rugmini and Menon, 2008), como pigmentos para papel (Murray and Kogel, 2005; Vimonses
et al., 2009), também ¢é bastante utilizado na industria de racao animal (Bordonalli, 1995).

A rocha de caulim é composta principalmente de minerais do grupo caulinita, e
componentes como o quartzo, mica, feldspato, 6xidos de ferro (Fe), aluminio (Al) e titanio
(T1) (Luz & Damasceno, 1993).

A variabilidade dos elementos minerais que originam o caulim ocorre devido a
variacdo dos tipos de rochas envolvidas em sua formacao, sendo observado diferentes grupos
de caulins nos principais depésitos do Brasil (Fig. 1).

A alteracdo das rochas feldspéaticas por processo geoldgico resultam na formagdo do
caulim, ocorrendo dois tipos de depositos: a) primarios ou residuais, resultante da alteracéo de
rocha por processo de intemperismo, hidrotermal ou “solfatara”; b) secundario, formado pela
deposicdo de materiais transportados por correntes de agua doce, sendo estes classificados
como sedimentares, areias cauliniticas e argilas plasticas (Luz & Damasceno, 1993; Luz et al.,
2009).

A formacédo do caulim por intemperismo se da pela acdo climatica quente e umida
principalmente sobre granitos, gnaisses e meta-arcésios, com geracdo de depdsitos irregulares
tanto na forma como na espessura (Bordonalli, 1995).

A caulinizagdo da rocha ocorre devido a hidratagdo de um silicato anidro de aluminio,
seguida da remocdo de alcalis, conforme reacédo a seguir (Luz et al., 2009).

Feldspato Potassico + Agua S Caulinita + Silica + Hidroxido de Potéssio

2KAISi30g + 3H20 5 Al:Si20s5 (OH)4 + 4SiO2 + 2KOH

O processo de hidrotermalismo ocorre com a passagem de fluidos hidrotermais em
falhas e fraturas do corpo rochoso e posterior acdo de aguas superficiais e de baixas
temperaturas que completam a caulinizacdo dos feldspatos (Witte, 1993).

A alteragdo tipo “solfatara” ocorre a partir da acdo vulcéanica &cida, constituidas de
vapores e aguas quentes, ricos em enxofre, que passam entre as rochas formando o caulim
(Bristow, 1987a). Estes tipos de depositos sdo pouco encontrados no Brasil devido as
caracteristicas geologicas da regido, onde ndo existem relatos de atividade vulcanica. Neste
caulim, o quartzo ocorre em granulometria fina, semelhante da caulinita, sendo dificil sua
remocao, portanto torna-se um produto abrasivo (Luz et al., 2009).

Os depdsitos priméarios de caulim encontrados no Brasil resultam da alteracdo
intempérica de rochas cristalinas, e os secundarios sdo resultados do processo de

sedimentacgdo dos depdsitos primarios (Luz & Damasceno, 1993).
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Cidade

Caulins sedimentares

Caulins derivados de pegmatitos
Caulins derivados de rochas graniticas
Caulins derivados de rochas vulcanicas
Caulins detivados de anortosito

Daghoe

Figura 1. Localizagdo dos principais depdsitos de caulins no Brasil (Wilson et al. 1998).

As diferentes origens geoldgicas dos caulins secundarios resultam em diferencgas na
composicdo mineralégica (Luz et al.,, 2009), em geral com maior concentracdo de
contaminantes como 6xido de ferro (Fe) e titanio (Ti) (Bristow, 1987a, Luz e Damasceno,
1993), porém sua granulometria € a mais fina dos argilominerais (Luz et al., 2009).

Os caulins secundarios sdo classificados em trés grupos: sedimentares, areias
cauliniticas e argilas plasticas, refratarias e silicosas (Luz e Damasceno, 1993).

O caulim sedimentar apresenta elevada porcentagem de caulinita ap6s seu
beneficiamento, enquanto as areias cauliniticas contém menos de 20% de caulinita (Luz et
al., 2009).

As argilas plasticas (ball clays) sdo constituidas de caulinita, ilita e material
carbonoso, sendo que as argilas refratarias apresentam composi¢do quimica semelhante

porém, ocorrem associadas a gibbsita e a haloisita (Luz et al., 2009). Enquanto as argilas
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silicosas (flint clays), segundo os mesmos autores, sdo constituidas de caulinita, contendo Fe
e outros componentes escorificantes.

A caulinita é um dos minerais mais abundantes na crosta terrestre e, apresenta carater
hidrofilico ou lipofobico que € conferido pelo fato da superficie de seus cristais ser formada
por anions de um lado OH" e de outro O% (Coelho et al., 2007).

O grupo das caulinitas é subdividido de acordo com a presenga e a natureza de seus
constituintes e dos demais minerais associados (Bordonalli, 1995). Sdo quatro as argilas
basicas desse grupo: o caulim, que € nosso objeto de estudo, o “"ball clay”, as argilas
refratarias e a haloisita (Santos, 1975).

A haloisita, mineral do grupo das caulinitas também abundante no caulim, difere deste
por apresentar forma tubular e viscosidade seis a sete vezes maior (Bordonalli, 1995).

Os caulins sdo aluminossilicatos hidratados, cuja composicdo aproxima-se de
Al>Si,0s5(OH)s4, 0 que corresponde a aproximadamente 46,5% de SiO», 39,5% de AlOz e
14% de H2O e outros elementos em menor quantidade como Fe, Ti, manganés (Mn),
magnésio (Mg), potassio (K) e sodio (Na) (Giese Jr., 1988), estes ultimos representam as
impurezas do caulim (Bordonalli, 1995).

A coloracgdo branca do caulim é um dos principais fatores responsaveis por seu grande
uso industrial e esta associada com a caracteristica da caulinita que apresenta ions incolores e
quando esses cristais encontram-se na forma de p6 apresentam cor branca (Coelho et al.,
2007).

A composicdo quimica e mineraldgica dos caulins variam de acordo com o tipo de
deposito e localizagdo no Basil (Tab. 2).

Independentemente do tipo de formacdo (priméaria ou secundaria), a qualidade do
caulim dependera de alguns padrbes fisicos e quimicos, como a alvura, distribuicdo
granulométrica, viscosidade, porcentagem de areia e de Oxidos de Al e silicio (Si)
(Bordonalli, 1995).

Existe grande variedade de produtos no mercado, incluindo caulins beneficiados e ndo
beneficiados (Bordonalli, 1995). O produto ndo beneficiado trata-se do caulim extraido e
imediatamente consumido (minério ou caulim bruto), sem que haja tratamento quimico ou
magnético posterior a extracdo (Bordonalli, 1995). Enquanto o caulim beneficiado, de carga
ou cobertura, pode ser obtido por beneficiamento a seco ou umido, e tem o objetivo de
realcar determinadas propriedades do caulim, como alvura, granulometria, viscosidade e

superficie especifica (Bordonalli, 1995).
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Tabela 2. Andlises quimicas e mineraldgicas de caulins brasileiros (adaptado de Wilson et al., 1998).

Anélise Quimica Anélise mineralégica
(Peso % FRX)? (Peso % DRX)?
Tipo de < Localizagdo
depésito E=) =)
g B o E 4 5 &
5 ) [ N o Q Q o ] = ﬁ 3
2 5 < & £ 8§ 2 ¢ 2 9 & 5 & 9
Sedimentar L Tio Jari, PA 45 37 2,2 1,3 0,03 0,03 0,01 0,08 144 99 tr - tr
L Plateau Berenice 45 38 2,1 14 0,04 0,01 0,01 0,07 14,0 99 tr - tr
L Capim
T Registro, SP 47 37 0,8 0,7 0,05 0,06 0,04 0,11 14,5 93 5 - -
Pegmatitos T Marilac, MG 46 40 0,05 050 004 003 053 005 138 95 4 tr tr
T Bicas, MG 46 40 0,06 0,05 0,03 0,08 0,24 0,06 13,8 95 4 - -
T S. Antonio, Rio 46 39 0,26 0,09 0,08 0,26 0,84 0,29 13,1 95 4 - tr
T  Conceigdo, MG 46 39 0,05 001 003 005 021 012 140 94 6 - -
L Junco, PB 46 39 0,26 0,02 0,05 0,11 0,54 0,08 13,7 93 6 - 1
Graniticos L Jundiapeba, SP 46 39 071 005 004 012 125 012 130 90 7 - 1
T Embu, SP 46 39 0,36 001 007 009 074 043 136 96 4 - -
T Piracaia, SP 49 35 14 0,14 0,05 0,16 2,4 0,8 12,1 82 7 9 2
Anortosito T Encruzilhada, RS 45 40 0,34 001 024 044 1,10 0,18 131 85 15 - tr
Vulcénico T  S.Bento(Turvo), 52 34 053 0,74 005 021 028 007 121 93 - - 7
SC
T  S.Bento 57 30 098 025 005 026 120 006 111 89 - - 11
(Kovalski)

1: Morfologia - L = Caulinita laminar; T= Haloisita tubular
2: FRX = Fluorescéncia de raio X (Peso %); DRX = Difracdo de raio X (Peso %); tr = tragos

O beneficiamento a seco é realizado quando o caulim apresenta alvura, distribuicéo
granulométrica adequada e baixo teor de quartzo (Luz et al., 2009). O processo consiste em
fragmentar o caulim bruto (rocha), secar em secadores rotativos e pulverizar em moinhos de
rolo e, por altimo separar particulas por flotacdo de ar, onde as particulas mais finas sdo
conduzidas para o topo do aero separador por uma corrente de ar quente (Luz et al., 2009).

As etapas envolvidas no beneficiamento a Umido sdo dispersdo, desareamento,
fracionamento em hidrociclone ou centrifuga, separagdo magnética, floculacdo seletiva,
alvejamento quimico, filtragem e secagem (Monte et al., 2001) (Fig. 2).

Pardmetros como a variedade do caulim produzido, a tipologia dos depositos, 0s tipos
de produtos e formas de beneficiamento permitem a diviséo qualitativa do caulim em caulim
de alto padréo, de padrdo intermediario e padrdo marginal (Bordonalli, 1995).

O caulim de alto padrdo ou “coating” apresenta alvura elevada (85-91%) e 78 a 98%
das particulas apresentam granulometria inferior a 2 um (Bordonalli, 1995). Diferentemente,
o caulim de carga apresenta qualidade inferior com alvura variando entre 70 e 80% e
granulometria abaixo de 2 um representados por 30 a 97% do material (Bordonalli, 1995).

O padrdo marginal confere ao caulim um perfil para ser utilizado em ceramica,
cimento branco e racdo animal, 0 mesmo pode ser comercializado na forma beneficiada a
seco, umido ou na forma bruta (Bordonalli, 1995).

Existe uma diferenciagdo do caulim de acordo com a granulometria e quantidade de

quartzo, em caulim duro, intermediario, macio e arenito caulinico (Fig. 3) (Criscuolo, 2008).
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Figura 2. Diagrama simplificado do beneficiamento de caulim, via imida (Luz et al., 2009).
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Figura 3. Caracteristicas de qualidade x tipo litolégico de uma jazida de caulim (Criscuolo, 2008).

O caulim apresenta algumas caracteristicas que o credenciam como potencial
indicador externo em estudos de consumo e digestibilidade, como ser inerte em ampla faixa
de pH (3 a 9), facil dispersdo, baixa condutividade térmica e elétrica, pouca abrasividade,
baixo custo (Silva, 2007; Luz et al., 2009) e boa resisténcia ao ataque quimico por acidos ou
alcalis (Coelho et al., 2007).

Outra caracteristica atrativa desta substancia para os estudos de consumo e
digestibilidade esta na facilidade de sua aquisicdo, pois o Brasil encontra-se em 5° lugar no

ranking mundial de produtores (Soeiro, 2014).
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Os minerais argilosos, como a caulinita, podem ser utilizados no tratamento de
algumas enfermidades, como situaces patoldgicas cronica ou aguda de diarreia (Carretero,
2002). As caracteristicas de adsorcdo e auséncia de toxicidade primaria do caulim
(Anonymous, 1998) possibilitam considera-lo material efetivo na prevencédo de efeitos toxicos
causados no ambiente e/ou em organismos vivos por diversos materiais (Trckova et al., 2009).

A administracdo dietética de caulim resulta na reducdo da absorcdo de toxinas
presentes na alimentacdo através da mucosa intestinal, uma vez que ele se liga seletiva e
firmemente a substéncia toxica, eliminando seus efeitos (Trckova et al., 2009). Contudo,
existe o risco de contaminacdo do caulim por micobactéria potencialmente patogénico,
durante seu beneficiamento (Matlova et al., 2004).

Estudos demonstram que as argilas minerais podem aumentar 0 ganho de peso
corporal e melhorar a conversdao alimentar dos animais (Papaioannou et al., 2005;
Alexopoulos et al., 2007; Trckova et al., 2009). Para alcancar esses resultados recomenda-se
uma suplementacao de dieta com 1 a 3% de argilas adsorventes (Trckova et al., 2009).

O efeito adsorvente sobre a eficiéncia animal é explicado pela reducdo da velocidade
de passagem do alimento no intestino, melhorando a conversdo e aumentando a reabsorcao de
agua (Castro and Elias, 1978; Papaioannou et al., 2005). Outro mecanismo aceito por alguns
autores é a melhora do crescimento e eficiéncia devido a reducdo da producdo de amonia nos

intestinos (Papaioannou et al., 2005).

5.1 Como medir a presenca do Caulim nas fezes?

O caulim por ser um composto instavel em meio &cido, pode dissociar-se no TGlI, assim
como reagir com outras substancias organicas ou minerais do meio. Desta forma, ndo é
possivel sua identificacdo nas fezes, a ndo ser de forma indireta por meio de seus principais
componentes — entre eles 0 Si e 0 Al.

A determinacdo da concentracdo destes elementos nas fezes pode ser uma maneira
indireta de sabermos a quantidade do caulim excretado. Entretanto faz-se necessario o
conhecimento da forma de excrecdo dos mesmos, nivel de absorcéao e tipos de contaminantes

possiveis.

5.2 Aluminio
O aluminio é um componente do solo encontrado na natureza como minerais de argila,
como caulinita, gibbsita e outros oxidos (Pedrotti et al. 2003). Ndo ocorre na natureza na

forma elementar e, devido sua alta afinidade pelo oxigénio (O) é encontrado na forma
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combinada AI**, em rochas e minerais como, Al(OH)s, Al.Os, Na[AlI(OH)4], Al2(SO4); €
haletos de aluminio (Constantino et al., 2002). O hidréxido de aluminio, composto quimico de
formula AI(OH)3z, é a forma mais estavel de aluminio nas condi¢Ges normais.

A caulinita ¢ um mineral do grupo argilomineral, principal constituinte do caulim
(Teixeira, 2015). Apresenta estrutura cristalina do tipo 1:1 o que lhe confere carater
hidrofilico ou lipofébico (Coelho et al., 2007). A ligacdo de hidrogénio e o baixo grau de
carga permanente conferem auséncia de substituicbes isomarficas em sua estrutura, portanto
existe baixa capacidade de troca cationica desse argilomineral (Khawmee et al., 2013)

Gibbsita tem uma tipica estrutura de hidroxido metélico com ligacfes de hidrogénio,
sendo constituida por duas camadas de grupos hidroxila com ions aluminio ocupando dois
tercos dos buracos octaédricos entre as duas camadas. Esse mineral é importante na agregacéo
do solo devido sua caracteristica microscopica, em que a estrutura tende a granular com o
aumento dos seus teores no solo (Resende, 1985)

Aluminio € o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre, excedido apenas
pelo O e Si (Pedrotti et al., 2003). Entretanto é encontrado apenas em quantidades tracos nos
organismos bioldgicos. Devido sua alta reatividade natural, o Al ocorre na natureza
combinado com O, Si, Fluor (F) e outros compostos (McDowell, 1992), tornando-se insoltvel
em condi¢Bes ambientais, e desta forma, sua concentracdo em soluces aquosas e até mesmo
nas fontes de suprimento para 0s animais é extremamente baixa (Miller et al., 1984).

O Al ao ser liberado dos minerais para a solucdo de solo pode causar problemas de
fitotoxidez as plantas, reduzem a capacidade de troca catidnica do solo e influenciam atributos
fisicos do solo (Wada & Harward, 1974; Goldberg, 1989). O sintoma mais visivel de
toxicidade de aluminio as plantas é a reducdo do crescimento do sistema radicular, causada
por mecanismos diferentes, que atuam fora ou no interior das células (Delhaize, 1995).

Ocorre em alta variabilidade em plantas (McDowell, 1992), arvores e samambaias
podem apresentar de 3000 a 4000 mg/kg de Al enquanto que em gramineas e trevos 0s niveis
ndo ultrapassam 50 mg/kg (Underwood, 1977). A constitui¢do de Al nos solos fica entre 3 a
6%, representado em sua maioria por complexos siliciosos insoltveis (Suttle, 2010).

Esses complexos insollveis ocorrem predominantemente em solos com pH acima de
5,8 em que apresentam pequenas quantidades de Al trocavel (McDowell, 1992), pois
praticamente todo o mineral estara na forma insolavel (Al(OH)s), ndo toxica para as plantas
(Faquin, 2005). Sob essas condi¢des de pH tambem apresentardo baixo potencial de toxidez

aos animais em pastejo.
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Em solos &cidos observa-se maior disponibilidade de Al trocavel em solugéo de solo,
que pode acarretar em toxicidade quanto maior for a absor¢do do elemento pelas plantas.
Contudo, na intencdo de se proteger do efeito toxico do Al, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa durante seu processo evolutivo, como limitagfes da sua translocacéo
para a parte aérea, procurando manté-lo nas paredes celulares do cortex das raizes, na forma
de compostos aluminossilicatos e complexacdo do Al em &cidos organicos nas raizes
(Sangster et al. 2001; Ma, 2000).

A pastagem juntamente com o solo representam as principais fontes de Al para os
animais, porém o pasto apresenta baixo teor de Al entanto o solo é rico neste elemento. As
particulas grosseiras ingeridas de solo provavelmente ficam retidas no reticulo-rGmen,
enquanto as particulas finas sdo rapidamente excretadas pelas fezes (Brebner et al., 1985). O
aluminio pode constituir de 0,3 a 1,2% da matéria seca ingerida por animais em pastejo, pois a
ingestdo de solo por estes animais pode representar 10 a 25% da ingestdo de matéria seca
(Healy et al., 1974; Thornton, 1974).

Existe a teoria que de que a maioria das formas de Al ingerida € gradualmente
solubilizada pelo acido cloridrico estomacal (Stewart, 1989; Lote & Saunders, 1991),
contudo, a solubilizacdo gastrica dependera da forma em que o Al ingerido se encontra
(Powell & Thompson, 1993). Os aluminossilicatos sdo pouco soliveis mesmo em pH &cido, e
quando solubilizados nédo séo absorvidos (Mauras et al., 1983). A dissolucdo e absor¢do do
Al(OH)s é variavel mas baixa (Weberg & Berstad, 1986), enquanto sais solUveis sdo mais
absorviveis (Froment et al., 1989).

Menos de 1% do Al ingerido é absorvido pelo trato gastrintestinal e retido nos tecidos
dos animais, portanto a excrecdo urinaria somente sera importante quando o consumo for
excessivo (NRC, 2005). Essas caracteristicas de baixa absorcdo e boa excrecdo urinaria
guando ingerido em excesso, indicam a baixa toxicidade deste elemento para 0s animais
(Suttle, 2010). Testes com ratos e animais de laboratdrio, ingerindo dieta contendo moderada
quantidade de Al (160 a 335 ppm), excretaram praticamente todo o Al via fezes (McDowell,
1992).

A pequena quantidade de Al que é absorvida ocorre através da mucosa gastrica
(nanoparticulas) ou no intestino delgado proximal, imediatamente antes da precipitagdo como
hidroxido pela acdo de secrecdes pancredtico-biliares (Powell & Thompson, 1993). A
absorcdo pode ocorrer por meio de processo passivo ou ativo envolvendo proteinas de ligagcdo

a metais, inespecificas da mucosa (NRC, 2005). Nessas situacBes de absorcdo ou de



26

administragdo sistémica a principal via de excre¢do do Al observada é a urinaria (Alfrey,
1986).

Nos casos em que as excrecdes fecal e urinaria ndo sdo suficientes para a eliminacéao
do mineral, 0 mesmo é absorvido e depositado no figado, 0ssos, cérebro, e outros tecidos
(NRC, 1980).

O aluminio é classificado como toxico devido sua atividade bioldgica estar
relacionada a reaces toxicas (McDowell, 1992) porém, sua toxicidade em humanos é
considerada relativamente baixa (Underwood, 1977) e de acordo com McDowell (1992) este
elemento é facilmente eliminado do corpo pelas fezes.

Em ruminantes a toxidez do Al esté altamente associada a deficiéncia de fésforo, pois
a afinidade destes minerais pode resultar na formacdo de complexos que ndo sdo absorvidos
pelo intestino (Foy & Brown, 1963), interferindo na formacdo 6ssea. O Al depositado na
mitocndria dos osteoblastos inibe a formacdo dos fosfatos 6sseos (Lieberherr et al., 1987),
tornando os ossos mais frageis. Contudo, evidéncias indicam que o acumulo de Al pode
induzir a regeneracdo dssea a partir de estimulos a certas enzimas envolvidas no metabolismo
do succinato e, é considerado essencial para a fertilidade de ratas (NRC, 1980).

O nivel maximo toleravel de um mineral é definido como nivel dietético que, quando
fornecido por um periodo limitado ndo prejudique o desempenho animal e ndo produza
residuos perigosos na alimentacdo humana derivados de animais (NRC, 1980). A idade,
condicdo fisioldgica do animal, biodisponibilidade do elemento consumido e sua relacdo com
0s outros minerais determinam a ingestdo maxima toleravel de Al (McDowell, 1992). De
maneira geral, 0s bovinos toleram a ingestdo maxima de 1000 ppm de sais sollveis de
aluminio de alta biodisponibilidade (McDowell, 1992).

Se a ingestdo de Al é oriunda de solo, provavelmente apresentara menor
biodisponibilidade quando comparado aos sais inorganicos, assim apresentara menor efeito
sobre a disponibilidade do fésforo (Robinson et al., 1984). Além disso, ndo existem
evidéncias de hipofosfatemia ou ma mineralizagdo 6ssea em animais recebendo dietas com
niveis adequados de fésforo, mesmo com a ingestao de solos ricos em aluminio (Suttle, 2010).

As diferentes fontes de Al conferem diversidade em sua biodisponibilidade e
toxicidade potencial. A ingestdo de cloreto e lactato de Al por periodos acima de 24 semanas
estd associada a reducdo da atividade da bomba de sddio-potassio (Na-K), aumento na
concentracdo de Al em vérias regibes cerebrais, além de aumento de peroxidacdo lipidica (Lal

et al., 1993; Sarin et al., 1997) que provavelmente resulta em diminuicdo significativa do
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contetdo em lipidios totais, glicolipidios e fosfolipidios, bem como um aumento dos niveis de
colesterol e da razédo colesterol/fosfolipidios (Sarin et al., 1997).

A atividade da bomba de sodio-potéssio é essencial em diversas funcbes celulares ja
que os gradientes eletroquimicos de Na e K sdo importantes para o controle do volume
celular, transporte de metabolitos e outras substancias e para garantir a excitabilidade das
celulas nervosas e musculares (Mobasheri et al., 2000; Jorgensen et al., 2003).

O aluminio é considerado um agente neurotoxico (Yokel, 2000), relacionado a
doencas degenerativas como a Doencga de Alzheimer (Mjoberg et al., 1997; Exley, 1999;
Exley & Korchazhkina, 2001; Flaten, 2001). Conteudos de 15 a 30 umol/Kg de peso seco de
cerebro sdo considerados normais em humanos, sendo observados aumentos de trés a dez

vezes desse contetdo em casos de intoxicacdo (Ganrot, 1986).

5.3 Silicio

O silicio, depois do Oz, é 0 elemento mais abundante da crosta terrestre e esta entre 0s
doze elementos principais na composi¢cdo dos organismos vivos (Santos, 2009). Enquanto o
oxido de silicio (SiO2) é o mineral mais abundante nos solos, constituindo a base da estrutura
da maioria dos argilominerais (Barbosa Filho et al., 2001).

Em razdo do avancado grau de intemperizagdo em que se encontram os solos tropicais,
o Si é encontrado basicamente na forma de quartzo, opala (SiO2.nH20) e outras formas néo-
disponiveis as plantas (Barbosa Filho et al., 2001).

A adubacdo com Si pode resultar em aumento na produtividade de varias culturas
como o arroz e cana-de-aglcar (Fox et al., 1967; Datnoff et al., 1991; Anderson et al., 1991).
Esses autores relacionam a presenca do Si na planta com resisténcia a pragas e doencas, maior
capacidade fotossintética (as folhas ficam mais eretas e a incidéncia de luz é maior) e
tolerancia a falta de agua.

Mesmo ndo sendo considerado elemento essencial para o desenvolvimento das
plantas, sua absorcdo pode trazer inumeros beneficios, principalmente para culturas
acumuladoras de Si, como o arroz (Mengel & Kirkby, 1987). As plantas absorvem o Si da
solucdo do solo na forma de &cido monossilicico Si(OH)s, juntamente com a agua e se
acumula principalmente nas areas de maxima transpiracdo (tricomas, espinhos) como acido
silicico polimerizado (silica amorfa) (Tisdale et al.,1993).

Em geral, sdo consideradas plantas acumuladoras de Si, aquelas que possuem teor
foliar acima de 1%, e ndo acumuladoras plantas com teor de silicio menor que 0,5% (Ma et
al., 2001).
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O Si, ao ser absorvido pelas plantas, é facilmente translocado no xilema, e tem
tendéncia natural a se polimerizar. Mais de 94% do Si absorvido pelo trigo € transportado
rapidamente para a parte aérea, concentrando-se nas folhas mais velhas, com teores de até
11,8% de Si.

Na planta, o silicio concentra-se nos tecidos de suporte, caule e folhas, podendo ser
encontrado em pequenas quantidades nos grdos. Em geral, o conteddo médio de silicio das
raizes é menor se comparado com o caule e folhas, em alguns casos, como a soja, o teor de Si
na raiz € maior do que nas folhas (Oliveira, 2004).

Do ponto de vista técnico, determinag6es indiretas do caulim via Si, apresentam como
dificuldades as altas concentracGes de Si contaminantes, oriundos de outras fontes, como solo
e plantas (forragens), o que exige estratégias de separacao e identificacdo destes.

A ingestdo oral de silicio por espécies monogastricas nao representa risco a saude,
contudo, a ingestdo de plantas ricas em Si pode resultar em célculos renais silicosos em
ruminantes (McDowell, 1992), além de reduzir a digestibilidade (Van Soest & Jones, 1968).

O silicio é facilmente excretado pela urina, porém em algumas situacdes, como o
consumo excessivo do mineral, pode ocorrer deposicdo do Si nos rins, bexiga ou uretra

formando os célculos ou urdlitos (McDowell, 1992).

6. Técnicas Analiticas

Os métodos de quantificacdo dos minerais nas fezes geralmente envolvem duas etapas,
a extracdo e a quantificagdo. A primeira € utilizada para eliminar a matéria organica da
amostra e deixar o mineral em uma forma quimica possivel de ser quantificada pela segunda
etapa (Souza et al., 2013).

A digestdo umida de material bioldgico é caracterizada pelo uso de &cidos e reagentes
oxidantes para digerir as amostras (McDowell, 1992), podendo ser precedida por calcinagédo
em altas temperaturas que auxiliam na eliminagdo da matéria organica (Souza et al., 2013).
Com este procedimento obtém-se o extrato do material digerido o qual sera utilizado para a
quantificacdo do mineral desejado.

Podemos destacar &cidos como o nitrico (HNO), perclérico (HCIO4), fosférico
(H3POs), sulfurico (H2SO4) e algumas misturas dos mesmos, como os mais utilizados nas
técnicas de digestdo (Kimura & Miller, 1957; Willians et al., 1962; Fenton & Fenton, 1979).

A digestdo nitroperclérica (HNO + HCIO4) € a metodologia mais utilizada para

obtencdo de extratos nas analises de aluminio em plantas, associada ao método colorimétrico
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da aluminona (&cido aurintricarboxilico) para quantificagdo (Malavolta et al., 1997), contudo
outros métodos importantes utilizados na quantificagdo de minerais, em especial para
aluminio e cromo, devem ser lembrados.

A espectrofotometria de absorcdo atdmica (EAA) representa umas das técnicas de
quantificacdo mineral. A EAA consiste em introduzir o elemento mineral em uma chama,
haverd uma dissociacdo de sua ligacdo quimica em &tomos individuais (McDowell, 1992). O
atomo € capaz de absorver radiacdo em determinados comprimentos de onda, dessa forma, a
concentracdo do elemento é determinada a partir da quantidade de luz absorvida com a
passagem de um feixe de luz através da chama (McDowell, 1992).

A utilizacdo de técnicas de digestdo baseadas na utilizacdo de &cidos nitrico e
perclorico, acido sulfarico e perclérico combinadas com quantificacdes por EAA mostram-se
acuradas para determinacdo da concentracdo de cromo nas fezes de bovinos (Souza et al.,
2013).

Uma das técnicas bastante utilizada para determinacdo de ions metélicos é a
espectrometria de emissdo Optica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OS). Apresenta
boa sensibilidade, precisdo, rapidez, sendo capaz de determinar simultaneamente a maioria
dos elementos da tabela periddica (Korn et al., 2007). O principio da técnica consiste na
radiacdo eletromagnética nas regides visivel e ultravioleta do espectro por &tomos e ions apds
excitacdo eletrdnica em um gas (plasma) em alta temperatura, operando entre 180 a 900 nm
(Settle, 1997).

A fonte de excitacdo transforma a amostra que se encontra em estado sélido, liquido
ou gasoso, em um plasma de &tomos, ions e radicais moleculares que podem ser eletricamente
excitados. Posteriormente, hd a emissdo de radiagdo e a mensuracdo da intensidade dessa
radiacdo emitida que é utilizada para determinar a concentracdo dos elementos presentes
(Adams et a., 1988).

6.1 Comparac0es analiticas entre o Si e 0 Al
Muitos procedimentos analiticos tém sido testados para a determinacdo do silicio em
solo, planta e fertilizantes, sendo a determinacdo colorimétrica a mais empregada. O
procedimento colorimétrico é répido, preciso e de baixo custo, além de possibilitar a
determinacéo de pequenas (método azul) ou grandes quantidades (método amarelo) de silicio
(Korndorfer et al, 2004).
A determinagdo colorimétrica envolve a reagdo do &cido silicico com o &cido

molibdico [Ha(SiM012040)], resultando na formacgdo do complexo acido silico-molibdico, de
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coloracdo amarela (Shell, 1962), podendo ser encontrado na forma de acido a-silico-
molibdico (em pH mais baixo) ou B-silico-molibdico (em pH mais alto) (Hallmark et al.,
1982).

Durante a analise de silicio, ocorre uma reducdo da absorbancia em funcdo do tempo
de reacdo, ocasionada, em parte, pela transformacdo do complexo o em [. Assim, para
promover a estabilizacdo da forma a do acido silico-molibdico, faz-se a adi¢do de acido
sulfarico (H2SO4) na solucéo (Snyder, 2001). Tanto o complexo silico-molibdico amarelo lido
no comprimento de onda de 410nm, como o azul em 660nm podem ser utilizados para a
determinacdo colorimétrica do silicio.

Os teores de Si presentes no extrato é resultado da forca de acdo/reacdo dos extratores
usados, sendo a mesma aplicada como critério para os objetivos finais da analise em questéo.

Para a determinacdo da disponibilidade de Si da amostra para as plantas (usado nas
analise de Si em solo) aplica-se extratores mais fracos como o &cido acético ou o cloreto de
calcio. Caso necessite conhecer a concentracdo do Si em tecidos organicos/vegetal faz-se o
uso da agua oxigenada (H202) em associagdo com o hidroxido de sodio (NaOH) (na
determinacéo dos teores de Si na planta para definir exigéncias nutricionais). Para determinar
quantidade total de Si na amostra (analises de fertilizantes, por exemplo) utiliza-se extratores
fortes como o &cido cloridrico em associacdo com o &cido fluoridrico (Korndorfer et al.,
2004).

O principal método utilizado nas determinacdes do Al é o teste colorimétrico da
aluminona (Brauner et al., 1966). Ap6s a digestdo acida, o AI** é tratado pela aluminona
(&cido aurintricarboxilico), formando um complexo colorido. A concentracdo de Al do
referido extrato pode ser medida por colorimetria ou espectrofotometria, a partir de
comparacbes dos valores em curva padrdo previamente feita com solucBes contendo
concentracdes conhecidas de Al.

O grande poder de pigmentacdo do ion Fe constitui o principal interferente nas
analises de Al pela técnica da aluminona (Malavolta et al., 1997; Costa et al., 2002). A adi¢éo
de &cido ascorbico resulta na formacdo de um complexo sem colora¢do com o Fe (Malavolta
etal., 1997).

A técnica da aluminona é simples e de baixo custo, necessitando o preparo da amostra
(calcinacdo), digestao acida (nitroperclorica) e leitura do espectro. Tem o objetivo de medir a
totalidade de aluminio da amostra, tanto de origem mineral (caulim) quanto de origem
orgénica (contaminantes — planta e solo), j& que a amostra é precedida de calcinacao, ou seja,

da queima total da matéria organica.
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7. Escolha do componente para analise do Caulim

Como descrito anteriormente, para sabermos o volume de caulim excretado via fezes,
é preciso determinar a concentracdo de algum de seus elementos e a partir desta estimar
indiretamente a sua concentracdo. Desta forma é importante realizar comparagdes entre 0s
seus possiveis elementos, no que se refere aos aspectos — absorcdo, via de excregdo,
contaminacéo, e técnicas de analises.

A maior concentracdo de Si (46,5% de SiO2) em relagéo ao Al (39,5% de Al203) no
caulim (Giese Jr., 1988) pode induzir a escolha do primeiro elemento para estimativas do
produto na fezes pressupondo obter estimativas mais precisas. No entanto, é sabido que
ambos elementos apresentam concentragdes contaminantes oriundas da ingestdo de fontes ndo
controladas durante o pastejo (solo, forragem).

O fato do Al de estar presente nas forrageiras em concentracdo muito pequena leva a
acreditar que este elemento € a escolha mais coerente. Apesar da elevada ingestdo de solos, 10
a 25% da ingestdo de MS, resultar em Al contaminante na faixa de 0,3 a 1,2% da matéria seca
ingerida por animais em pastejo (Healy et al., 1974; Thornton, 1974).

O silicio apresenta alta concentracdo contaminante oriundo de solo, pois é o mineral
mais abundante nos solos (Barbosa Filho et al., 2001) e também em forragens, o que exige
estratégias de separacao e identificacdo para possibilitar a estimativa do caulim nas fezes.
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Escolha da técnica de analise de aluminio em fezes bovinas acrescidas de caulim

[Choice techniques of analysis of aluminum in bovine feces plus kaolin]

RESUMO

Medidas diretas do caulim nas fezes podem ser de dificil alcance, entretanto o estudo sobre 0s
teores de aluminio (Al) podem ser indicativos da sua concentracdo. Partindo-se da premissa
de que o aluminio presente em amostras minerais (caulim) pode estar complexado de forma
diferente as amostras orgéanicas (alimentos), e que assim sendo reage diferentemente aos
processos de digestdo acida, variantes na etapa de digestdo podem permitir a avaliacdo do
comportamento das diferentes fontes de aluminio. Objetivou-se avaliar a eficiéncia das
técnicas analiticas de extracdo e quantificacdo do aluminio em amostras de fezes puras e
misturadas com caulim, e também em amostras oriundas de ensaios de digestibilidade
correlacionando as variacGes nas estimativas de producdo fecal. Os valores observados de Al
nas amostras de fezes, 1120,95; 1116,08 e 1222,33 mg/kg dos respectivos tratamentos,
digestdo nitro-perclorica sequencial (DNS), digestdo cloridrica sequencial (DCS) e digestdo
acida sequencial (DAS) foram semelhantes (P>0,05) aos valores esperados (1132,16 mg/kg).
O método DAS ndo determinou eficientemente os valores do Al nas amostras com presenca
de caulim (P<0,05), ficando os valores observados abaixo dos valores esperados. Os métodos
sequenciais (DNS e DCS) sdo mais eficientes em estimar os teores de aluminio nas diferentes
amostras avaliadas. Apenas duas combinacdes (Fs2 x Sil3 x C3 x So3 e Fs3 x Sil3 x C3 x
So3) alcancaram 70% de correlagdo entre a estimativa da producdo fecal e o valor real,
indicando que os melhores procedimentos de quantificacdo do Al oriundo do caulim sejam a
extracdo das cinzas do residuo (Quantificacdo 2) ou soma da extracdo In Natura com a
extracdo da cinzas do residuo (Quantificacdo 3). A origem, se organica ou inorganica, influi
no processo de extracdo do Al e exige procedimentos diferenciados para a extracdo do

mineral.

Palavras-chave: digestdo, espectrofotometria, extracdo, procedimentos analiticos, titulometria
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ABSTRACT

Direct measurements of kaolin in faeces may be difficult to reach, however the study of
aluminum (Al) levels may be indicative of their concentration. Based on the premise that the
aluminum present in mineral samples (kaolin) may be complexed differently to organic
samples (food), and that thus being reacted differently to the acid digestion processes,
variants in the digestion step may allow the evaluation behavior of the different aluminum
sources. The objective of this study was to evaluate the efficiency of analytical techniques for
extraction and quantification of aluminum in pure fecal samples mixed with kaolin and also in
samples from digestibility tests correlating with variations in fecal production estimates. The
observed values of Al in faeces samples, 1120.95; 1116.08 and 1222.33 mg / kg of the
respective treatments, sequential nitro-perchloric digestion (DNS), sequential hydrochloric
digestion (DCS) and sequential acid digestion (DAS) were similar (P> 0.05) to the expected
values (1132 , 16 mg / kg). The DAS method did not efficiently determine Al values in the
samples with kaolin (P <0.05), with the observed values below the expected values. The
sequential methods (DNS and DCS) are more efficient in estimating the aluminum contents in
the different samples evaluated. Only two combinations (Fs2 x Sil3 x C3 x So3 and Fs3 x Sil3
X C3 x So3) reached a 70% correlation between the fecal production estimate and the actual
value, indicating that the best procedures for quantifying Al from kaolin are extraction of ash
from the residue (Quantification 2) or sum of the In Natura extraction with extraction of the
ashes from the residue (Quantification 3). The origin, whether organic or inorganic,
influences the extraction process of Al and requires different procedures for mineral

extraction.

Keywords: analytical procedures, digestion, extraction, spectrophotometry, titulometry



48

INTRODUCAO

A utilizacdo de métodos indiretos para determinagdo do consumo de animais em
pastejo, a partir do uso de indicadores, representa uma ferramenta de grande importancia na
nutrigdo animal.

Apesar dos indicadores de consumo e digestibilidade serem bastante utilizados e haver
constantes avancos nos estudos dessas substancias, ainda sdo encontradas limitacbes em seu
uso seja por falhas nas estimativas de producdo fecal, por apresentarem custo elevado,
andlises laboratoriais complicadas e onerosas, por atenderem apenas as condicdes
experimentais, ndo sendo possivel o uso em condi¢des de campo, ou ainda por representarem
riscos a saude e ao ambiente.

Assim, o estudo de novas substancias que apresentem propriedades favoraveis para se
tornarem futuros indicadores podera suprir falhas e atender demandas ndo alcancadas pelos
atuais indicadores.

Nesse sentido, o caulim destaca-se como alternativa interessante devido suas
caracteristicas que podem credencia-lo como um indicador para estimativas de excrecao fecal
(EF), em conformidade com os requisitos estabelecidos por Koth e Luckey (1972) e por
Fahey Jr e Jung (1983) para um indicador ideal de consumo.

Medidas diretas do caulim nas fezes podem ser de dificil alcance, entretanto o estudo
dos teores de aluminio (Al) podem ser indicativos da sua concentracdo. O aluminio encontra-
se presente no caulim industrial (também chamado de Silicato de Aluminio - férmula
molecular Al>Si>Os(OH)s) representando aproximadamente 39,5% da sua composicao
quimica na forma de Al,Oz (Giese Jr., 1988).

O principal método utilizado nas determina¢6es do aluminio é o teste colorimétrico da
aluminona (Brauner et al., 1966). Ap6s a digestdo acida, o AIP* é tratado pela aluminona
(&cido aurintricarboxilico), formando um complexo colorido, sendo sua cor lida em
espectrofotdmetro e comparada aos valores estabelecidos por uma curva padrdo. E possivel
dosar o aluminio por meio da titulacdo indireta, apds reagdes sequenciais com o hidroxido de
sodio, fluoreto de sddio e o acido cloridrico. As leituras dos teores de Al podem ser feitas
também por espectrofotometria de absorcéo atbmica (EAA) utilizando chama de 6xido nitroso
e acetileno (N20O/C2H>), assim como pela técnica de ICP-OS (Espectrometro de Massa).

Partindo-se da premissa de que o Al presente em amostras minerais (caulim) pode
estar complexado de forma diferente as amostras organicas (alimentos), e que assim sendo

reage diferentemente aos processos de digestdo acida (mais ou menos soluveis), variantes na
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etapa de digestdo podem permitir a avaliagdo do comportamento das diferentes fontes de Al
mediante o poder das solucbes &cidas e talvez sua possivel identificagdo, com posterior uso
nas estimativas de producao fecal (PF).

Objetivou-se, portanto, avaliar a eficiéncia das técnicas analiticas de extracdo e
quantificacdo do aluminio em amostras de fezes puras e misturadas com caulim, e também em
amostras oriundas de ensaios de digestibilidade correlacionando as variagfes nas estimativas

de producéo fecal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi dividido em dois ensaios, sendo o primeiro destinado a
quantificacdo dos teores de Al a partir de diferentes técnicas de digestdo em amostras com
concentragfes conhecidas de caulim, previamente preparadas em laboratério. No segundo
ensaio procedeu-se a quantificacdo dos teores de Al de maneiras diversas partir da técnica de
digestdo definida no primeiro ensaio em amostras de alimento, sobras e fezes oriundas de
ensaio de digestibilidade, a fim de verificar variacdes nas estimativas de producao fecal.

O caulim utilizado neste trabalho foi oriundo da extragéo e processamento de rocha do
grupo sedimentar metamorfica, apresentando o silicato de aluminio como ingrediente
principal. O produto apresenta densidade de 0,8 g/cm® e pH de 6,5 e caracteristicas fisicas e

quimicas especificas apresentadas na Tab. 1.

Tabela 1. Andlises quimicas e fisicas do Caulim utilizado neste trabalho.

Especificacdo do produto

Item (%) Anédlise quimica (%) Minimo (%6) Méximo (%)
SiO; 68,9 67,0 73,0
Al203 18,4 16,0 20,0
Fe20s 2,7 0,80 2,90
TiO, 1,21 0,60 1,90
SO 0,06 0,03 0,30
CaO 0,41 0,20 1,20
MgO 11 0,80 1,80
Na20O 0,09 0,04 0,15
K20 5,2 4,20 5,80
Andlise Fisica
Granulometria Peneira 50# (0,3 mm) Retido 0,1 % max
Peneira 200# (0,075 mm) Retido 14,0 % a 22,0 %
Umidade (%) 0,4 max

Fonte: Silicate Industria e Comércio Ltda.
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As fezes bovinas utilizadas no primeiro ensaio foram obtidas no més de outubro,
época em que o pasto apresentava-se com baixo volume de massa forrageira. Os animais eram
mantidos exclusivamente em pastejo, sendo as fezes obtidas por meio de coleta retal.

Amostras de fezes bovinas, de caulim e de fezes + caulim nas concentracGes de 3,0 e
6,0% foram preparadas no Laboratorio da Embrapa Pantanal — Corumbé, MS, e processadas
por diferentes metodologias para determinagdo do Al presente. As amostras de fezes foram
secas em estufa ventilada (55°C) por aproximadamente 72 horas e processadas em moinhos
com peneiras de Imm. Foram preparadas quatro baterias de 100 amostras cada, por meio de
pesagens individuais em balanca analitica de precisdo, diretamente nos cadinhos a fim de

evitar erros de amostragens, conforme descrito abaixo:

Fezes puras 0,500¢ de fezes secas ao ar + 0,000g de caulim (n=100);
Fezes 3,0% 0,485¢ de fezes secas ao ar + 0,015¢g de caulim (n=100);
Fezes 6,0% 0,470g de fezes secas ao ar + 0,030g de caulim (n=100);
Caulim 0,000g de fezes secas ao ar + 0,500g de caulim (n=100).

As amostras foram submetidas aos seguintes tratamentos (procedimentos analiticos):

DNS - Digestdo nitro-percldrica sequencial: extracdo nitro-perclérica do Al da
amostra In Natura e posterior extracdo nitro-perclérica do Al das cinzas do residuo obtido
apos a primeira etapa de extracdo da amostra (In Natura) (Técnica 1 — duas etapas);

DCS - Digestao cloridrica sequencial: extracao cloridrica do Al da amostra In Natura
e posterior extracdo cloridrica do Al das cinzas do residuo obtido apds a primeira etapa de
extracdo da amostra (In Natura) (Técnica 2 — duas etapas);

DAS - Digestdo de mistura &cida sequencial: (mistura acida com 4 partes de H.O + 5
partes de HNOs + 5 partes de H2SQOs), extracdo acida do Al da amostra In Natura, e posterior
extracdo acida do Al das cinzas do residuo obtido apGs a primeira etapa de extracdo da
amostra (In Natura) (Técnica 3 — duas etapas)

DNC - Digestdo nitro-perclérica das cinzas (Técnica 4 — uma etapa);

DCC — Digestéo cloridrica das cinzas (Técnica 5 — uma etapa);

As técnicas de extragdo utilizadas foram:

1. Técnica 1 - Digestao Nitro-perclérica

A Etapa 1 — In Natura: As amostras de fezes puras, fezes acrescidas de caulim e
de caulim, de 0,500 g cada, foram transferidas para tubos de digestdo e acrescidas de 10 mL
de &cido nitrico (HNO3) concentrado, homogeneizados e mantidos em repouso por duas
horas. Os tubos foram colocados em bloco digestor em temperatura aproximada de 150°C e

retirados apés a evaporacao da maior parte do acido. Em seguida foi adicionado em cada tubo
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1 mL de &cido perclérico (HCIO4), e levados novamente ao bloco digestor & uma temperatura
de até 210°C, tomando-se cuidado para evitar pequenas explosdes e perdas de material.
Considerou-se encerrada a digestdo quando foi observada presenca de uma fumaca branca e
densa.

Procedeu-se a filtragem do material em papel filtro Whatman n°® 541 (baixo teor de
cinzas) em baldo volumétrico de 25 mL, com o auxilio de uma pisseta de 500 mL adaptada
com uma ponteira para o langcamento de jatos finos de dgua deionizada durante o processo de
filtragem (extrato 1).

B. Etapa 2 — Cinzas do residuo: Na segunda etapa o papel filtro contendo o
material retido foi colocado em cadinhos, seco em estufa, e posteriormente calcinado em
mufla (600° C) por uma hora. As cinzas foram submetidas a digestdo nitro-perclorica e
filtragem da mesma forma da primeira etapa (extrato 2).

2. Técnica 2 — Digestéo Cloridrica:

A Etapa 1 — In Natura: Adicionou-se as amostras, de 0,500 g, 10 mL de HCI
(p.a.) a 50% v/v, levados ao bloco digestor em temperatura baixa inicialmente, com posterior
elevacdo gradativa, sendo mantidos no bloco até a evaporacdo quase total do acido. Logo
apos, adicionou-se 15 mL de HCI (p.a.) 10% v/v, levando-se ao bloco digestor nas mesmas
condi¢Bes. Finalmente foram adicionados 15 mL de &gua deionizada e esperada sua
evaporacao até aproximadamente 1 mL.

Procedeu-se a filtragem do material em papel filtro Whatman n°® 541 (baixo teor de
cinzas) em baldo volumétrico de 25 mL, com o auxilio de uma pisseta de 500 mL adaptada
com uma ponteira para o langamento de jatos finos de agua deionizada durante o processo de
filtragem (extrato 1).

B. Etapa 2 — Cinzas do residuo: Na segunda etapa o papel filtro contendo o
material retido foi colocado em cadinhos, seco em estufa, e posteriormente calcinado em
mufla (600° C) por uma hora. As cinzas foram submetidas a digestdo cloridrica e filtragem
como realizado na Etapa 1 desta técnica (extrato 2).

3. Técnica 3 — Digestdo de Mistura Acida:

A Etapa 1 — In Natura: A amostra de 0,500 g, foi transferida para um Becker de
200 mL e adicionados 25 mL da mistura acida contendo 4 partes de H>O deionizada, 5 partes
de HNOs e 5 partes de H2SO4 (p.a.), cobertos com vidro reldgio e levados a chapa aquecedora
a temperatura de até 130°C. Esperou-se por aproximadamente 60 minutos apos o inicio do

desprendimento intenso de fumos brancos (SOs), para a retirada do Becker da chapa. Esperou-
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se o resfriamento da solugdo, adicionando-se em seguida 50 mL de HCI a 1 mol/L e levando a
chapa aquecedora até a evaporagdo de aproximadamente metade do volume.

Procedeu-se a filtragem do material em papel filtro Whatman n°® 541 (baixo teor de
cinzas) em baldo volumétrico de 25 mL, com o auxilio de uma pisseta de 500 mL adaptada
com uma ponteira para o langamento de jatos finos de agua deionizada durante o processo de
filtragem (extrato 1).

B. Etapa 2 — Cinzas do residuo: Na segunda etapa o papel filtro contendo o
material retido foi colocado em cadinhos, seco em estufa, e posteriormente calcinado em
mufla (600° C) por uma hora. As cinzas foram submetidas & mesma digestdo &cida e
filtragem, conforme a Etapa 1 desta técnica (extrato 2).

4. Técnicas 4 e 5: Nas técnicas 4 e 5, procedeu-se apenas uma etapa de digestao
das técnicas 1 e 2 respectivamente. A amostra original (In Natura) foi submetida a calcinagédo
em mufla a 600°C por uma hora antes da digestao, e submeteu-se a digestéo direta das cinzas.

As quantificacdes de aluminio nos extratos finais foram realizadas pela técnica do
aluminon ou por titulometria dependendo da extracdo realizada, digestdo nitroperclérica e
cloridrica, ou digestdo de mistura acida, respectivamente.

Quantificacdo 1 — Espectrofotometria (aluminon): As leituras dos extratos referentes
aos tratamentos DNC, DCC, DNS e DCS foram feitas em aparelho de Espectrometria
UVIVIS, apbs preparacdo prévia da curva padrdo, utilizando solugdo padrdo de Al de 50
mg/L. Utilizou-se o padrdo de aluminio 1000 mg Al, (AICIs in H20) Titrisol® da Merck, para
preparo da solucdo padrdo de 50 mg/L de Al. Adicionou-se, 0s volumes crescentes da solucao
padrdo de 50 mg/L e decrescentes de agua deionizada, juntamente com volumes fixos de 2
mL de HCIl a 0,3 N, em tubos de 15 mL, sendo em seguida levados para aquecimento em
banho-maria a 80°C por 30 minutos. Os tubos foram retirados do banho-maria e resfriados em
temperatura ambiente, para posterior adi¢do de 1 mL do &cido ascérbico e 2 mL do acetato de
aluminona em cada tubo. Apos a adicdo da aluminona os tubos foram agitados em aparelho
Vortex e submetidos a leitura em espectrofotometro com comprimento de onda de 525nm.

As amostras dos diferentes extratos obtidos pelos diferentes tratamentos citados
anteriormente foram tratadas para corre¢do do pH. Para cada 1,5 mL de extrato de amostra
utilizado para quantificacdo do Al, adicionava-se 0 mesmo volume de NaOH a 1 mol/L, com
intuito de manter o pH na faixa de 4,2 a 4,8 (media de 4,6), a fim de que as reagdes com a

aluminona ocorressem adequadamente.
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O procedimento de quantificagdo do Al dos diferentes extratos foi 0 mesmo realizado
para a obtencdo da curva padrdo, com diferencas apenas nos volumes da aliquota do extrato
(1,5 mL) e da agua deionizada (5,5 mL).

Determinou-se a equacéo de regressao dos padroes (considerando adequadas as curvas
com r? acima de 0,99). Aplicou-se o valor encontrado da leitura na equagdo de regressio, a
fim de se obter a concentracdo estimada do Al (CEAL), em ppm ou pg/mL na solugéo inicial.

Para o calculo da concentracdo de aluminio na amostra, utilizou-se a equacdo 1.

[Al] ng/g = CEAL x fator de diluicdo do extrato Eqg. 1

peso da amostra (g)

Quantificacdo 2 — Por titulometria: Esta leitura foi feita nos extratos do tratamento
DAS. Os extratos, colhidos em baldo de 25 mL, foram transferidos para um Becker de 200
mL. Adicionou-se 25 mL de agua destilada e 5 mL de gluconato de sddio (CsHi11NaO7) a 1
mol/L a fim de promover a complexacdo de hidréxidos formados durante o processo de
neutralizacdo. Em seguida adicionou-se 5 gotas do indicador fenolftaleina. Apds a adi¢éo do
indicador, adicionou-se solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 1 mol/L, gota a gota até a
mudanca da coloracao para résea permanente.

Apos esta etapa foram adicionados 15 mL de fluoreto de sddio (NaF) a 5 mol/L para
em seguida titular a solugdo final com HCI a 0,05 mol/L. O volume gasto de HCI foi
considerado para a determinacdo dos teores de aluminio, conforme as reacGes representadas

pelas equacdes 2, 3 e 4.

Al>(SO4)3 + 6 NaOH CeH11NaOy S 2AI(OH)3 + 3Na2S0q; Eq. 2
AI(OH)3 + 3NaF + 3 H,0 > AlF3 + 3NaOH; Eq. 3
3NaOH + 3HCI > 3NaCl + 3H.0; Eq. 4
A concentracdo de aluminio, em percentual de AI**, foi calculada conforme a equacgio
5.
(%) AF* = 1,6993 x M1 x V1 x V2 Eq.5
V3xm

Onde: M1 é a molaridade da solucdo de HCI; V1 é o volume da solugdo de HCI, mL;
V2 é o volume do baldo volumétrico, mL; V3 é o volume da aliquota da solugdo-amostra,
mL; e m é a massa da amostra, g.

Os teores de Al das amostras de fezes puras, fezes + 3% de caulim (caulim 3%), fezes
+ 6% de caulim (caulim 6%) e caulim puro encontrados nos diferentes tratamentos foram
comparados aos valores esperados (média dos teores de Al obtidos a partir de varios ensaios

utilizando a extracdo nitroperclérica em diferentes laboratorios). As médias foram
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comparadas entre si pelo teste “t” utilizando 0 procedimento GLIMIX do programa SAS
versdo 9.12 (SAS Institute Inc., Cary, CA, EUA).

No segundo ensaio, foi instalado um ensaio de digestibilidade aparente utilizando dez
dias de adaptacdo e oito dias de coleta de fezes e amostras de silagem de parte aerea de milho,
concentrado e de sobras no qual os animais receberam o indicador caulim via esofégica, o
experimento foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

As amostras coletadas foram armazenadas no freezer, posteriormente descongeladas e
pré-secas em estufa de ventilagéo forcada a 55°C durante 72 a 96 horas, trituradas em moinho
de facas utilizando peneira com 1 mm de crivo para posteriores analises.

As diferentes amostras foram submetidas a digestao cloridrica pelo método sequencial
(duas etapas) e direto (uma etapa), conforme o primeiro ensaio, obtendo-se trés extratos para a
quantificacdo do Al, descritos abaixo:

Extrato 1: Obtido a partir da digestdo cloridrica da amostra In Natura, referente a
etapa 1 do método sequencial;

Extrato 2: Obtido a partir da digestdo cloridrica das cinzas do residuo, referente a
etapa 2 do método sequencial;

Extrato 3: Obtido a partir da digestdo cloridrica das cinzas das amostras originais, ap6s
calcinagdo, referente ao método direto.

Os diferentes extratos foram analisados quanto aos teores de Al por
espectrofotometria. A partir da concentracdo de Al nos extratos realizou-se a quantificacdo
dos teores Al das amostras, abaixo:

Quantificacdo 1: Teor de Al da amostra obtido a partir da analise do Extrato 1
considerando a massa submetida a extracao;

Quantificacdo 2: Teor de Al da amostra obtido a partir da analise do Extrato 2
considerando a massa submetida a extracéo;

Quantificacdo 3: Teor de Al da amostra obtido a partir da soma das quantificacdes 1 e
2;

Quantificacdo 4: Teor de Al da amostra obtido a partir da anélise do Extrato 3,
considerando a massa submetida a extragéo.

Ao final das quantificagdes, cada material analisado (fezes, silagem, concentrado e
sobras) obteve quatro valores (teores) de aluminio, sendo cada valor utilizado para célculo de
uma estimativa de producéo fecal (Eq.1), totalizando 256 combinagdes para estimativas de PF

a partir das diferentes quantificacdes (1, 2, 3 e 4) com os diferentes materiais analisados.
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PFest= {[CA X (Alca / 1000)] + (Alsii + Alcon - Also)} / AlFz Eq. 6

Onde: PFest é a producdo fecal estimada, kg/dia; CA é a quantidade diaria de Caulim
oferecida ao animal, g/dia; Alca € a concentragdo de aluminio presente no caulim, g/kg; Alsii é
a quantidade de aluminio presente na silagem, g/dia; Alcon é a quantidade de aluminio
presente no concentrado, g/dia; Als, é a quantidade de aluminio presente nas sobras de racéo,
g/dia; AlFz é a concentracdo de aluminio presente nas fezes, g/kg.

As estimativas de PF foram correlacionadas com os valores reais (medido) e, o valor
minimo de 70% de correlacdo entre a PF real e estimada pelo indicador caulim, a partir dos
diferentes teores de Al, foi adotado como critério para selecdo das melhores combinagdes.

Os dados outliers, com valores superiores a 2,5 vezes o desvio padrdo, ndo foram
considerados nas analises estatisticas.

As melhores combinac@es foram submetidas a avaliacdo da adequacdo dos resultados
de predicdo conforme sugerido por Tedeschi (2006). Foi estimada a regressdo linear dos
dados observados pelos dados preditos por cada tratamento e avaliados o coeficiente de
determinacdo (R?) e o teste F simultaneo para identidade dos parametros (B0 =0 e Bl = 1).
Outros critérios utilizados foram o coeficiente de correlacdo e concordancia (CCC), a raiz
quadrada do quadrado médio do erro da predicdo (RQMEP) e a particdo do quadrado médio
do erro de predicdo em vicio médio, vicio sistematico e erro aleatorio.

Todos os calculos das estatisticas de avaliacdo foram realizados utilizando-se 0 MES —
Model Evaluation System (http.//nutritionmodels.tamu.edu/mes.htm, College Station, TX,
USA; Tedeschi, 2006).

O nivel de significancia de 5% foi adotado em todos os procedimentos estatisticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para efeito de comparacGes, sugeriu-se o valor de 1.132 mg/kg como esperado para as
concentracdes de aluminio nas fezes puras, visto este ter sido a média dos ensaios anteriores
realizados em diversos laboratorios.

Os valores observados de Al nas amostras de fezes, caulim 3% e caulim 6% nos
métodos sequenciais (amostra In Natura e posterior calcinacdo) DNS e DCS, e nas amostras
de fezes do tratamento DAS foram semelhantes (P>0,05) aos valores esperados, enquanto 0s
valores obtidos nas técnicas DNC e DCC ficaram abaixo (P<0,05) do esperado (Tab. 2).
Neste sentido, observa-se maior eficacia da abertura em amostras submetidas a dupla digestao

acida dos metodos sequenciais em relacdo aos metodos diretos (cinzas), ressaltando a acdo da
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digestdo dos &cidos sobre as amostras na formas in natura, que em conjunto com a calcinacao
do residuo obtido da primeira extracdo, possibilitam maior extracdo do Al nas amostras

diferentes amostras.

Tabela 2. Médias dos teores de aluminio (mg/kg) nas amostras de fezes puras, misturadas com caulim
e de caulim puro, de acordo com os tratamentos estudados.

Amostra Valor Tratamentos?
Esperado DNS DCS DNC DCC DAS
Fezes 1.132,16 1.120,95 1.116,07 974,00 835,92" 1.222,33
3,0%?2 3.360,03 3.305,94 3.314,35 2.678,02" 2.532,82" 2.445 87"
6,0%° 5.574,00 5.503,16 5.514,57 4.369,49" 4.165,86" 3.928,20"

Caulim 75.764,35 74.329,62" 69.070,95"  60.629,53"  58.096,49°  50.800,75

1: DNS é Digestédo nitro-perclérica sequencial da amostra In Natura e posterior digestdo nitro-perclérica das cinzas do residuo; DCS é
Digestao cloridrica sequencial da amostra In Natura e posterior digestao cloridrica das cinzas; DNC é Digestao nitro-percldrica das cinzas;
DCC é Digestdo cloridrica das cinzas; DAS é Digestdo acida sequencial (mistura 4cida com 4 partes de H,O + 5 partes de HNO3 + 5 partes
de H,S0O,), da amostra In Natura, e posterior digestdo acida das cinzas do residuo.

2: 3% representa as amostras de fezes + 3% de caulim.

3: 6% representa as amostras de fezes + 6% de caulim.

Meédias seguidas de “*” diferem do valor esperado de Al

Apesar de todas as metodologias conseguirem recuperar o aluminio na forma de ion
(AP*) apbs os respectivos procedimentos de extracdo, existe o indicativo de que ocorreu a
formacdo de alumina (Al203) durante processo de calcinagdo das amostras originais
submetidas as técnicas diretas de extragdo (DNC e DCC). Esse 6xido metaestavel, formado a
partir da exposicdo do material em temperaturas entre 400 e 800°C (Osmari, 2015),
provavelmente ndo foi solubilizado pelos &cidos durante o procedimento de extracao,
resultando nos menores teores de aluminio nas amostras analisadas (Tab. 2).

Nesse sentido, a reducdo das temperaturas de calcinacdo das amostras nas técnicas
diretas e sequenciais de extracdo do Al pode representar uma melhoria das técnicas analiticas
resultando em maiores extracdes do elemento quimico, alcangando resultados mais acurados.

Quando comparamos os resultados observados de Al nas amostras de caulim,
observamos que os métodos ndo conseguiram determinar eficazmente (P<0,05) (Tab. 2).
Porém, os tratamentos DNS e DCS foram os que mais se aproximaram dos resultados
esperados. Amostras contendo caulim apresentam elevados teores de Al, provocando
necessariamente o aumento das diluigfes do substrato a fim de que os valores se encontrem
dentro do espectro de leitura do aparelho.

O aumento do nimero de diluicdes e manipulagdes das amostras e extratos da digestao
do caulim, podem ter influenciado nos resultados observados. Outra possibilidade para estas
diferencas pode estar associada a digestédo incompleta das amostras, visto aos elevados teores

de aluminio e sua demanda por mais repeti¢cdes ou submissao das mesmas as digestdes acidas.
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Quando se compara a curva de concentragcdo de Al, mediante a adi¢do de caulim nas
fezes, observa-se que o comportamento dos tratamentos DNS e DCS foram melhores que 0s
observados nos demais tratamentos (Fig. 1, 2 e 3), demonstrando uma maior oportunidade

para estas técnicas em relacdo as demais, no que se refere a identificacdo do Al adicionado via

caulim.
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Figura 1. Valores esperados e determinados de aluminio em fezes puras e misturadas com caulim
pelos tratamentos DCS e DNS.
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Figura 2. Valores esperados e determinados de aluminio em fezes puras e misturadas com caulim
pelos tratamentos DCC e DNC.

O método DAS ndo determinou eficientemente os valores do Al nas amostras com
presenca de caulim (P<0,05), ficando os valores observados abaixo dos valores esperados
(Tab. 2). Observou-se também maior dispersdo entre os valores minimos e maximos
encontrados no tratamento DAS (Tab. 3), comprometendo a eficécia desta técnica.

As menores concentragbes de Al observadas no tratamento DAS (Tab. 2),
provavelmente sejam reflexos de falhas durante o preparo das amostras, pois 0 método DAS
conta com a agdo dos acidos mais fortes (HNOs e H2SO4) quando comparado aos demais

procedimentos de extracdo, demonstrando maiores possibilidades deste método para a
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extracdo do Al. Portanto, interferéncias durante a quantificagdo podem ter resultados em

menores valores de Al nas amostras avaliadas.
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Figura 3. Valores esperados e determinados de aluminio em fezes puras e misturadas com caulim pelo
tratamento DAS.

Tabela 3. Valores maximos e minimos de aluminio (mg/kg) nas amostras de fezes contendo 3% e 6%
de caulim, de acordo com os tratamentos estudados.

Amostras Estatistica® Tratamentos?
DNS DCS DNC DCC DAS
Vmin 3.156,74 299461 233256 2.190,34 678,45
Caulim 3% Vmax 3.605,60 3.472,07 2922,30 2.778,34  4.322,55
Ampl 448,86 477,46 589,74 588,00 3.644,10
Vmin 4.899,33 5.133,10 3.877,45 3.788,23 1.543,25
Caulim 6% Vmax 5.866,23 5.861,67 4.976,45 4.433,56 7.344,23
Ampl 966,90 728,57 1.099,00 645,33 5.800,98

1: Vmin é valor minimo; Vmax é valor maximo; Ampl é a amplitude (Vmax — Vmin);

2: DNS é Digestéo nitro-perclérica sequencial da amostra In Natura e posterior digestdo nitro-perclérica das cinzas do residuo; DCN é
Digestao cloridrica sequencial da amostra In Natura e posterior digestao cloridrica das cinzas; DNC é Digestdo nitro-percldrica das cinzas;
DCC é Digestdo cloridrica das cinzas; DAS é Digestdo acida sequencial (mistura acida com 4 partes de H,O + 5 partes de HNO; + 5 partes
de H,S0O,), da amostra In Natura, e posterior digestdo acida das cinzas do residuo.

Diferentemente dos demais tratamentos, a quantificacdo e os procedimentos de
calculos na técnica DAS, foram realizados por meio de titulometria, com a observacdo da
mudanca da cor dos substratos. Esta técnica, apesar de ser bastante sensivel, é fortemente
influenciada por variacGes na acidez inicial da amostra (pH) a qual é resultante do volume
residual da solucdo acida (processo de dificil controle) e das lavagens da amostra, assim como
pela sensibilidade individual dos laboratoristas, vicios estes que podem ter ajudado na
variacdo observada entre as amostras (Tab. 3). A ocorréncia de turbidez na solucédo final de
titulagdo indica a presenca de aluminio ndo solubilizado, que n&o sera contabilizado durante a
determinacdo do aluminio, resultando em erros de quantificacdo do método DAS.

Os métodos sequenciais permitiram estimar os volumes de Al determinados na

primeira (amostra in natura — organica) e na segunda etapa (cinzas do residuo) em relacéo ao
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total encontrado (Tab. 4). Este procedimento leva em consideracdo a resisténcia da
solubilizacdo do Al retido na fase organica ou na fase mineral, resultante da forca de
complexacdo deste nos diferentes substratos. Observou-se que os valores percentuais obtidos
nas duas fases nos métodos DNS e DCS foram similares (P>0,05) entre si, e diferentes do
método DAS (P<0,05).

Tabela 4. Valores médios em percentual de Aluminio nas fases in natura e cinzas pelos métodos
sequenciais (DNS, DCS e DAS).

Tratamentos!
Etapas Amostras DNS DCS DAS
(%) (%) (%)
Fezes 79,21Aa 79,95Aa 67,94Ab
In natura (12 Etapa) Caulim 3% 38,72Ba 38,51Ba 44,56Bb
' Caulim 6% 30,89Ba 29,60Ba 43,55Bhb
Caulim 19,98Ca 17,07Ca 41,98Bb
Fezes 20,79Ca 20,05Da 32,06Bb
Cinzas (2°. Etapa) Caul!m 3% 61,28Ba 61,49Ca 55,44Ab
' Caulim 6% 69,11Ba 70,40Ba 56,45Ab
Caulim 80,02Aa 82,93Aa 58,02Ab

1: DNS é Digestédo nitro-perclérica sequencial da amostra In Natura e posterior digestdo nitro-perclérica das cinzas do residuo; DCS é
Digestdo cloridrica sequencial da amostra In Natura e posterior digestdo cloridrica das cinzas; DAS é Digestdo acida sequencial (mistura
acida com 4 partes de H,O + 5 partes de HNO; + 5 partes de H,SO,), da amostra In Natura, e posterior digestéo &cida das cinzas do residuo.
Aa: Médias nas linhas seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente. Médias nas colunas seguidas pela mesma letra
mailscula ndo diferem estatisticamente.

Considerando os resultados encontrados nas amostras de fezes, nos métodos DNS e
DCS, observou-se que 79,58% e 20,42% foram extraidos na primeira e segunda etapas
respectivamente, comportamento este inverso do observado nas amostras de caulim puro,
onde se encontrou os valores de 18,53% e 81,48% respectivamente para a primeira e a
segunda etapas (Tab. 4). Estes resultados demonstram uma possivel correlacdo entre a forma
do composto de aluminio presente na amostra e sua resisténcia a digestdo 4&cida
(solubilizacao).

Ao considerar as duas etapas de digestdo, os baixos teores de Al nas fezes puras, a
elevada extracdo deste na primeira etapa (aproximadamente 80% nas técnicas DNS e DCS), e
a baixa extracdo do Al de origem do caulim na primeira etapa, é possivel presumir que o Al
medido na segunda etapa seja majoritariamente originario do caulim, abrindo assim
oportunidades de investigacdo no sentido de aplicacdo de modelos que permitam estimar o
caulim por meio da concentragdo do Al nas fezes (Fig. 4).

O efeito da calcinagédo foi significativamente importante para a extracdo do Al das
fezes e caulim, indicando a necessidade de uma metodologia sequencial para a obtencdo da

completa extracdo do Al da amostra.
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Figura 4. ConcentracOes de aluminio em amostras de fezes puras, caulim puro e de fezes misturadas
com caulim pelos tratamentos DNS e DCS.

O aluminio possui efeito toxico as plantas, provocado pela sua forma livre (AI**) no
meio intra e extracelular, e da sua forte afinidade pelo oxigénio de compostos organicos como
nucleotideos, acido ribonucleico (RNA), acido desoxirribonucleico (DNA), fosfolipideos,
lipopolisacarideos, acidos carboxilicos, fosfato inorganico entre outros, causando danos aos
processos de divisdo e respiracdo celular (Delhaize e Ryan 1995; Yi et al. 2010). As plantas
defendem-se do seu efeito toxico por meio de formacdes de complexos estaveis resultantes da
sua reacdo com acidos organicos (citrico, oxalico, malico, tartarico, salicilico e mal6nico),
tornando-o complexado e inativo (Ma, 2000).

A indisponibilidade e minima absor¢do do Al no trato gastrointestinal (McDowell,
1992; Ma, 2000), sugerem que 0 mesmo possa ser excretado possivelmente em trés formas —
ligado aos complexos orgénicos de origem microbiana (Hara & Oliveira, 2004), ligado aos
complexos organicos vegetais ndo degradados, ou livre e envoltos a massa vegetal nao
degradada. InvestigacBes especificas por meio de variacbes nas metodologias de analise
permitirdo identificar com maior clareza a participacdo destas fracGes, contribuindo ainda
mais com os estudos de viabilidade do caulim para as estimativa de consumo.

As diferencas percentuais de Al medido nas duas etapas (P<0,05), quando
comparamos as amostras puras de fezes ou de caulim pelas metodologias DNS e DCS,
indicam que variagdes nas metodologias analiticas podem auxiliar nos estudos sobre a
viabilidade do caulim nas estimativas de excrecdo fecal e de consumo (Tab. 4). O
entendimento das varidveis analiticas, no que diz respeito aos aspectos de digestdo das
amostras, de leitura dos substratos, assim como o desenvolvimento de modelos matematicos
para esta finalidade podem ser estratégias importantes neste sentido.

Apesar das metodologias DNS e DCS apresentarem resultados semelhantes nas

estimativas dos teores de aluminio, a maior facilidade metodologica, de aquisicdo de
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reagentes e menor risco ao laboratorista devido ao baixo potencial de explosdo induz a
escolha do tratamento DCS para a estimativa dos teores de aluminio em amostras oriundas de
estudos de consumo e digestibilidade.

No segundo ensaio, estimativas de PF foram obtidas a partir das analises de Al nas
amostras de fezes (Fs), silagem (Sil), concentrado (C) e sobras (So), respectivamente, como
sequéncia dos materiais analisados (Fs x Sil x C x So) para estimar a PF.

A partir dessa sequéncia dos materiais analisados utilizando quatro diferentes
resultados de Al (quantificacdo 1, 2, 3 ou 4) para cada material foram obtidas 256 possiveis
combinag0es para estimativa da PF.

Verificou-se que varia¢fes nas quantificacbes de Al nas amostras de fezes e silagem
resultaram em modificacdes nas correlaces da PF estimada com os valores reais. Enquanto
as diferentes quantificacbes de Al nas amostras de concentrado e sobras ndo apresentaram
influéncia sobre as correlagdes. Portanto, a quantificacdo utilizada nas amostras de silagem (1,
2, 3 ou 4) seria utilizada para definir a quantificacdo das amostras de concentrado e sobras nos
calculos de PF.

Materiais de origem organica como amostras de silagem, concentrado e sobras se
comportam de maneira semelhante durante os procedimentos de extracdo do Al, dessa forma,
variagcdes nas metodologias de extracdo e quantificacdo nos diferentes materiais analisados
somente se justificam quando existir a presenca de materiais inorganicos na amostra, como a
presenca de caulim e solos nas fezes.

Verifica-se que apenas duas combinagfes (Fs2 x Sil3 x C3 x So3 e Fs3 x Sil3 x C3 x
So3) alcancaram 70% de correlacdo entre a estimativa da producéo fecal e o valor real (Tab.
5), indicando que os melhores procedimentos de quantificacdo do Al oriundo do caulim sejam
a extracdo das cinzas do residuo (Quantificacdo 2) ou soma da extracdo In Natura com a
extracao da cinzas do residuo (Quantificacao 3).

Apesar da combinagdo Fs2 x Sil3 x C3 x So3 atender a correlagdo minima exigida
para as predi¢des de PF, a estimativa média e variabilidade (valores minimo e méximo) (Tab.
6) se distanciam bastante dos valores observados (real), indicando que as estimativas devem
ser realizadas por equacéo de ajuste ou fator de correcdo destes resultados.

Apenas as combinagfes Fs2 x Sil3 x C3 x So3 e Fs3 x Sil3 x C3 x So3 foram
submetidas as avaliagdes de resultados de predigdo (Tab.7), apresentando estimativas com

baixa precisdo em ambos os modelos.
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Tabela 5. Médias e desvios padréo de producdo fecal e correlagdes entre os valores reais e estimados a
partir das combinacdes das leituras de aluminio.

Média PF2 DP? Correlacdo

Real 2,9809 1,2974

Combinagéo?

Fsl x Sill x C1 x Sol 7,6945 3,0173 0,3607
Fsl x Sil2 x C2 x So2 6,9672 2,3344 0,3945
Fsl x Sil3 x C3 x So3 9,3418 3,7139 0,5145
Fsl x Sil4 x C4 x So4 6,5737 2,0869 0,1872
Fs2 x Sill x C1 x Sol 6,7247 3,7345 0,6779
Fs2 x Sil2 x C2 x So2 5,8607 3,1436 0,5970
Fs2 x Sil3 x C3 x So3 8,3464 5,2341 0,7255
Fs2 x Sil4 x C4 x So4 54211 2,7022 0,4678
Fs3 x Sill x C1 x Sol 3,3635 1,4052 0,6119
Fs3 x Sil2 x C2 x So2 3,0781 1,2309 0,6160
Fs3 x Sil3 x C3 x So3 4,1291 1,9126 0,7046
Fs3 x Sil4 x C4 x So4 2,8564 1,0675 0,4490
Fs4 x Sill x C1 x Sol 6,4125 4,4429 0,5569
Fs4 x Sil2 x C2 x So2 5,7478 3,6976 0,5379
Fs4 x Sil3 x C3 x So3 8,1339 6,1942 0,5886
Fs4 x Sil4 x C4 x So4 45104 2,4810 0,6333

1: Combinacdo das quantificagdes de Al (1, 2, 3 ou 4) nos diferentes materiais (fezes (Fs) e silagem (Sil), concentrado (C) e sobras (So)
respectivamente), formando as diferentes combinagdes (Fs x Sil x C x So) de acordo com a leitura utilizada em cada material.

2: Médias de producédo fecal (kg de MS).

3: DP é o desvio padrao

Tabela 6. Valores médios e desvios padrdo da producdo fecal real e estimada por combinacgdes das
leituras de aluminio.

PF! Média DP? Minimo Maximo
Real 2.9809 1.2974 1.1339 5.2434
Fs2 x Sil3 x C3 x So3 8.3681 5.1240 2.7550 21.5249
Fs3 x Sil3 x C3 x So3 4.1396 1.8055 1.7374 8.5503

1: PF é a producéo fecal em kg de matéria seca obtida a partir da coleta total de fezes (real) ou por combinagdes nas leituras de aluminio em
que Fs2 x Sil3 x C3 x So3 e Fs3 x Sil3 x C3 x So3 representam as combinagdes das leituras de Al (1, 2, 3 ou 4) nos diferentes materiais
(fezes (Fs), silagem (Sil), concentrado (C) e sobras (So) respectivamente), formando as diferentes combinagdes (F x Si x C x So) de acordo
com a leitura utilizada em cada material.

2: DP é o desvio padrdo em Kg de matéria seca.

Tabela 7. Avaliacdo dos modelos predi¢do da producgdo fecal por diferentes combinagdes das leituras
de aluminio.

Modelos* Estatisticas de adequacéo?
RQMEP  R? Teste F CCC  Vicio Vicio Erro
(Valor P) Meédio  Sistematico  Aleatorio
Fs2 x Sil3 x C3 x So3 6,89 0,72 0,00001 0,16 62,44 35,97 1,59
Fs3 x Sil3 x C3 x So03 1,76 0,77 0,00001 0,50 47,98 26,02 26,00

1: Combinagédo das leituras de Al (1, 2, 3 ou 4) nos diferentes materiais (fezes (Fs), silagem (Sil), concentrado (C) e sobras (So)
respectivamente), formando as diferentes combinagdes (F x Si x C x So) de acordo com a leitura utilizada em cada material.

2: RQMEP é o quadrado médio do erro da predigdo, kg; R? é o coeficiente de determinag&o da regressao linear dos dados observados pelos
dados preditos; Teste F é o valor P para o teste simultaneo para identidade dos parametros (B0 = 0 e B1 = 1) da regressdo linear dos dados
observados pelos dados preditos; CCC é o coeficiente de correlagdo e concordancia.

Apesar da baixa acuracia e precisdo nas predi¢cdes (baixo CCC), os altos valores de
vicio médio e sistematico (Tab. 7) indicam a possibilidade de melhorias aditivas e

multiplicativas, respectivamente, nos modelos avaliados.
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A auséncia de diferencas significativas entre os modelos (combinagdes) Fs2 x Sil3 x
C3 x So3 e Fs3 x Sil3 x C3 x So3 sugere a padronizagdo dos procedimentos laboratoriais em
todos os materiais submetidos a analise do Al, e escolha da combinagéo Fs3 x Sil3 x C3 x So3

para estimativas de PF a partir do uso do indicador caulim.

CONCLUSOES

Os métodos sequenciais (DNS e DCS) sdo mais eficazes em estimar os teores de
aluminio nas diferentes amostras avaliadas.

A extracdo e quantificacdo do aluminio pelo método sequencial (In Natura + Cinza do
residuos) (Leitura 3) em amostras de fezes, silagem, concentrado e sobras deve ser adotada
como procedimento para estimativas de producéo fecal a partir do indicador caulim.

Mais estudos sdo necessarios para tornar as técnicas de dosagem do Al oriundo do

caulim mais acuradas e precisas.
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Caulim e dxido crémico sob diferentes formas de administracdo em estudo de consumo e
digestibilidade

[Kaolin and chromic oxide under different forms of administration in the study of feed intake
and digestibility]

RESUMO

A nutricdo animal necessita de metodologias simples que possam ser aplicadas em condic¢oes
de campo, que sejam capazes de fornecer estimativas validas de consumo e digestibilidade e
que possam ser utilizadas tanto pelos produtores rurais quanto pela industria produtora de
insumos para animais. Assim a busca por novas substancias, fornecidas de forma prética,
quantificadas por metodologias analiticas simples e de baixo custo em substituicdo aos
indicadores externos (6xido crdmico usado como referéncia) seriam bem aceitas pela
comunidade cientifica. Neste contexto objetivou-se avaliar o fornecimento do 6xido crémico
via esofdgica ou misturado na racdo, e o uso do caulim como indicador, sob as mesmas
formas de fornecimento, para estimar a producdo fecal e digestibilidade. Foram testados
quatro tratamentos, sendo o primeiro aquele em que os animais foram submetidos ao
fornecimento de 6xido crémico fornecido via esofagica (OCesof), no segundo tratamento os
animais receberam o caulim via esoféagica (Caulesof), no terceiro o fornecimento do 6xido
cromico aos animais foi misturado a racdo (OCrac) e no quarto tratamento o caulim foi
administrado misturado a ragdo (Caulrac), em quatro periodos experimentais de 12 dias, com
intervalos de seis dias entre os periodos. O tratamento Caulrac permitiu obter estimativas de
producdo fecal semelhante ao tratamento OCesof. O tratamento OCrac ndo diferiu do
tratamento OCesof (p>0,05) em nenhum dos pardmetros avaliados, evidenciando que o
indicador 6xido cromico pode ser fornecido misturado diretamente na ragcdo sem prejudicar as
estimativas de producdo fecal e digestibilidade. O caulim, nas condicdes estudadas, ndo se
mostrou como eficiente indicador para obter estimativas acuradas de producéo fecal, havendo
necessidade de mais estudos no sentido de ajustar as técnicas analiticas de extragdo do

aluminio bem como sanar algumas dividas quanto ao seu processo de digestéo.

Palavras-chave: aluminio, fezes, indicador, producéo fecal
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ABSTRACT

Animal nutrition needs simple methodologies that can be applied under field conditions that
are able to provide valid estimates of consumption and digestibility and that can be used by
both farmers and the animal feed industry. Thus the search for new substances, provided in a
practical way, quantified by simple and low-cost analytical methodologies, replacing the
external indicators (chromic oxide used as reference) would be well accepted by the scientific
community. The objective of this study was to evaluate the supply of chorionic oxide via
esophageal or mixed in the diet and the use of kaolin as an indicator, under the same forms of
supply, to estimate fecal production and digestibility. Four treatments were tested, the first
one in which the animals were submitted to the supply of chromium oxide supplied via
esophageal (OCesof), in the second treatment the animals received kaolin esophageal
(Caulesof), in the third the supply of chromic oxide to the animals was mixed to the feed
(OCrac) and in the fourth treatment the kaolin was administered mixed with the feed
(Caulrac), in four experimental periods of 12 days, with intervals of six days between the
periods. The Caulrac treatment allowed to obtain estimates of fecal production similar to
OCesof treatment. The OCrac treatment did not differ from the OCesof treatment (p> 0.05) in
any of the evaluated parameters, evidencing that the chromic oxide indicator can be supplied
mixed directly in the feed without damaging the estimates of fecal production and
digestibility. In the studied conditions, kaolin was not shown to be an efficient indicator to
obtain accurate estimates of fecal production, and there is a need for further studies in order
to adjust the analytical techniques of aluminum extraction as well as to resolve some doubts

regarding its digestion process.

Keywords: aluminum; fecal production; feces; marker
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INTRODUCAO

A mensuracdo de parametros como o consumo e digestibilidade auxilia na
determinacéo da qualidade do alimento e da quantidade de nutrientes absorviveis presentes no
alimento (Moura et al., 2013).

Em situacbes de pastejo, essas mensuragdes podem ser comprometidas pela
dificuldade em obter estimativas acuradas e precisas. Nesse sentido, 0 uso da técnica dos
indicadores representa uma ferramenta nos estudos de consumo e digestibilidade. A partir de
informacdes da digestibilidade do pasto ingerido e da quantidade de fezes excretada,
estimadas por meio dos indicadores, é possivel estimar o consumo de matéria seca do pasto
(Oliveira, 2005).

Indicadores sdo substancias utilizadas no monitoramento dos aspectos quimicos
(hidrolise e sintese) e fisicos (fluxos) da digestdo (Owens & Hanson, 1992), e algumas
caracteristicas permitem utiliza-los como indicadores, como ser inerte, ndo ser toxico, nao ter
funcdo fisioldgica, ndo ser metabolizado, poder ser processado com o alimento, ser
recuperado totalmente a partir do trato gastrointestinal (TGI), ndo influenciar a motilidade e
secrecdes intestinais, ndo influenciar e ndo ser influenciado pela microbiota do TGI, possuir
propriedades fisico-quimicas que ndo interfiram nos processos digestivos, fluir de forma
similar ao material marcado e apresentar um método analitico facil, preciso e acurado (Fahey
& Jung, 1983).

O fornecimento de indicador externo, substancia que ndo faz parte da dieta, ao animal
representa importante fonte de variagdo nos resultados (Fukumoto et al., 2006), devido as
eventuais perdas do indicador no momento de sua administracdo ou por estresse causado ao
animal devido ao manejo de fornecimento via esofagica.

O oxido cromico (Cr.0z) é o indicador externo mais empregado nos estudos de
consumo e digestibilidade até o presente momento (Moura et al., 2013), para estimativas de
producéo fecal. O fornecimento do Cr.O3 misturado em alimento concentrado tem a vantagem
de diminuir o estresse causado aos animais durante o fornecimento do indicador. Entretanto,
em fungdo de sua baixa palatabilidade, a inclusdo de 5% de Cr.O3 no concentrado, como
recomendado por Penning (2004), tem limitado sua utilizacdo a animais dotados de céanula
ruminal (Ribeiro Filho et al., 2003).

Alguns problemas como incompleta mistura com a digesta ruminal, passagem mais

rapida pelo rimen que o material fibroso e possibilidade de acimulo em alguma parte do trato
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digestivo e, dificuldades na anélise (Machado et al.,2011) indicam a necessidade de novas
escolhas de indicadores.

O caulim possui caracteristicas fisico-quimicas exigidas para um indicador externo
para estudos de consumo e digestibilidade. Apresenta-se inerte em ampla faixa de pH (3 a 9),
tem fécil dispersdo, baixa condutividade térmica e elétrica, pouca abrasividade, baixo custo
(Silva, 2007; Luz et al., 2009) e boa resisténcia ao ataque quimico por &cidos ou Alcalis
(Coelho et al., 2007). No entanto ainda ndo existem técnicas analiticas padronizadas para sua
quantificacdo em ensaios de digestibilidade e ndo foi avaliada sua acurécia e preciséo.

Com intuito de contribuir, objetivou-se avaliar o uso do caulim, como possivel
indicador externo para estimar a producdo fecal, fornecido via esofagica ou misturado na
racdo (concentrado+silagem) comparando-o com o éxido crébmico em condicdes semelhantes
de fornecimento e suas respectivas adequacdes de resultados em relacdo aos obtidos pelos

animais em ensaio de digestibilidade aparente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de metabolismo animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
e foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, n°® 752/2016.

Foram utilizados 4 bovinos machos castrados da raca Holandesa, com peso médio de
573 + 104 kg, que permaneceram confinados em baias individuais providas de cocho para
volumoso e concentrado, e bebedouro. Os animais foram tratados contra endo e ectoparasitas
antes de se iniciar o periodo experimental.

O volumoso, silagem da parte aérea de milho, foi fornecido ad libitum duas vezes ao
dia aos animais de todos os tratamentos.

Os animais receberam 1,0 kg/dia de um concentrado proteico-energético formulado
para conter 20% de proteina bruta (PB), 76% de nutrientes digestiveis totais (NDT) e
componentes minerais (Tab. 1). O concentrado foi fornecido uma vez ao dia, misturado a uma
pequena por¢do do volumoso fornecido no periodo da manha. Somente ap6s o animal ter
consumido essa primeira por¢cdo de racdo total € que o restante do volumoso era adicionado
no cocho, garantindo que consumo de concentrado chegasse a 100%. A agua esteve

permanentemente disponivel aos animais.
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao quimica estimada da dieta fornecida aos animais.

Item Silagem de parte aérea de milho Concentrado® 2
Matéria seca, % 34,40 92,04
Matéria organica, % MS 95,31 91,10
Proteina bruta, % MS 4,28 22,09
Fibra em detergente neutro, % MS 53,75 16,70
Extrato etéreo, % MS 2,20 2,71
Nutrientes digestiveis totais®, % MS 60,30 81,48
Aluminio, mg/Kg MS 364,40 155,90

Ingredientes do concentrado: milho, farelo de soja, carbonato Ilcon, sal, fosfato bicalcico micro, melago po, ureia, enxofre
po, 6xido de magnésio, 6xido de zinco, sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato de cobalto, iodato de célcio, selenito de
sadio.

Niveis de minerais: Calcio 15,50 g/kg MS, enxofre 10,02 g/lkg MS, magnésio 4,02 g/kg MS, potassio 7,36 g/kg MS, sodio
8,09 g/kg MS, cobalto 8,00 mg/kg MS, cobre 82,00 mg/kg MS, ferro 85,37 mg/kg MS, iodo 11,05 mg/kg MS, manganés
82,61 mg/kg MS, selénio 2,25 mg/kg MS, zinco 306,35 mg/kg MS.

3Dados estimados a partir da equacdo: Nutrientes digestiveis totais = 91,0246 — 0,571588*Fibra em detergente neutro
(Capelle et al., 2001).

Foram testados quatro tratamentos, contendo 6xido crdmico e caulim fornecidos via
esofégica, utilizando-se um aplicador de boélus (OCesof e Caulesof), ou misturado no
suplemento concentrado (OCrac e Caulrac).

O caulim utilizado neste trabalho é proveniente da extracdo e processamento de rocha
do grupo sedimentar metamérfica, cujas caracteristicas quimicas e fisicas estdo apresentadas
no Artigo 1 deste trabalho.

Os animais submetidos ao tratamento de Oxido crémico via esofagica (OCesof)
receberam 15 g/dia do indicador. Para isto, 0 mesmo foi acondicionado em cartucho de papel
com intuito de se evitar perdas. No tratamento em que o caulim foi administrado via esofagica
(Caulesof) os animais receberam 50 g/dia de caulim. No terceiro tratamento, 0s animais
receberam 15 g/dia de éxido crémico (OCrac) diluido em 1 kg de concentrado proteico-
energético. Por fim, o quarto tratamento consistiu em se fornecer 50 g/dia de caulim diluido
em 1 kg de concentrado (Caulrac). O fornecimento do concentrado contendo os respectivos
indicadores era realizado pela manha misturado a uma pequena quantidade de volumoso. A
administracdo dos respecivos indicadores ocorreu uma vez ao dia ao longo dos 12 dias de
cada periodo experimental.

A oferta dos indicadores via esofagica ocorriam no periodo da manh&, imediatamente

antes do trato dos animais.
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Os tratamentos foram distribuidos aos animais segundo um delineamento quadrado
latino 4x4. Foram realizados quatro periodos de 12 dias, com intervalos de seis dias entre 0s
periodos para a eliminacdo completa do indicador do trato digestivo dos animais.

Durante os seis dias de intervalos entre os periodos experimentais, realizava-se o
ajuste do consumo dos animais, definindo a quantidade diéria de silagem a ser fornecida
durante o proximo periodo experimental. A ragdo era fornecida duas vezes ao dia (60% da
MS as 6 horas e 40% as 16 horas).

Em cada periodo experimental, o intervalo entre os dias zero e quatro (DO ao D4) foi
destinado a adaptacdo dos animais ao tratamento e a estabilizacdo da excrecdo fecal do
indicador. Os oito dias restantes (D5 ao D12) foram destinados ao protocolo de coleta total de
fezes.

Na coleta total de fezes, cada amostra consistiu de uma subamostra representativa de
um periodo de 24 horas, obtendo-se ao final de cada periodo experimental 8 amostras de fezes
de cada animal. As fezes foram colhidas do piso das baias imediatamente ap6s a defecagéo
dos animais, para que ndo houvesse contaminacdo com urina ou pisoteio. Apo6s cada
defecacdo, as fezes eram pesadas e entdo 15% do valor da pesagem foi retirada para compor a
amostra diaria de fezes.

Durante todo o periodo de coleta de fezes também foram realizadas pesagens e coleta
de amostras dos alimentos fornecidos e das sobras. Todos 0os componentes coletados foram
pesados, amostrados por quarteamento e armazenados em freezer a -20°C para posteriores
andlises.

As amostras de fezes, alimentos fornecidos e sobras armazenadas no freezer depois de
descongeladas, foram pré-secas em estufa de ventilagdo forcada a 55°C durante 72 a 96 horas,
trituradas em moinho de facas utilizando peneira de 1 mm para posteriores analises.

As amostras assim preparadas foram analisadas quanto ao contetdo de matéria seca
(MS) (método 930.15), extrato etéreo (EE) (método 920.39), matéria mineral (MM) (método
942.05), e proteina bruta (PB) (método 976.05), conforme o AOAC (1990). As analises de
fibra em detergente neutro (FDN) foram realizadas conforme recomendagGes de Van Soest et
al. (1991).

Para determinacdo dos carboidratos ndo fibrosos utilizou-se a equagdo proposta por
Hall (2000): CNF = MO — (PB + EE + FDN — PBureia + Ureia), onde CNF s&o carboidratos
ndo fibrosos, MO é matéria organica, PB é proteina bruta, EE €é extrato etéreo, FDN é fibra
em detergente neutro, PBureia € a proteina bruta advinda da ureia e Ureia é a porcentagem de

ureia presente.
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A dosagem de 6xido cromico nas fezes foi realizada por Espectrofotometria de
Absorcdo Atdémica (EAA) (Williams et al., 1962) com as modificagdes sugeridas por Saliba
(1998).

O aluminio foi dosado para se quantificar o caulim nas amostras contendo caulim
original, fezes, alimentos e sobras. Os teores de aluminio foram determinados por meio de
colorimetria utilizando a técnica da Aluminona (Brauner et al., 1966). O método de extracdo
utilizado foi a digestdo cloridrica sequencial (DCS). Nesta analise a amostra original (In
Natura) foi submetida a digestdo, posteriormente seu residuo foi calcinado e as cinzas
submetida ao procedimento analitico de extracdo, conforme descrito no Artigo 1 deste
trabalho.

A producdo fecal estimada pelos indicadores foi obtida por meio de equacGes
especificas (EqQ. 1, 2 e 3) de acordo com os respectivos tratamentos, conforme descrito abaixo:

PFOCesof = {OCof x (CromoOC / 1000)} / CromoFz Eq. 1

Onde: PFOCesof é a producdo fecal estimada a partir do tratamento OCesof, kg/dia;
OCof é a quantidade diaria de oxido crémico oferecida ao animal, g/dia; CromoOC é a
concentracdo de cromo presente no 6xido crémico, g/kg; CromoFz é a concentragcdo de cromo
nas fezes, g/kg.

PFCaulesof e Caulrac = {[CA x (AICA / 1000)] + (Alsil + Alcon - Alsb)} / AlFz Eq. 2

Onde: PFCaulesof e Caulrac é a producdo fecal estimada a partir dos tratamentos
Caulesof e Caulrac, respectivamente, kg/dia; CA é a quantidade diaria de Caulim oferecida ao
animal, g/dia; AICA é a concentracdo de aluminio presente no caulim, g/kg; Alsil é a
quantidade diaria de aluminio consumida pelo animal oriunda da silagem, g/dia; Alcon é a
quantidade diaria de aluminio consumida pelo animal oriunda do concentrado, g/dia; Alsb é a
guantidade de aluminio presente nas sobras de racdo, g/dia; AlFz é a concentracdo de
aluminio presente nas fezes, g/kg.

PFOCrac = {[OCof x (CromoOC / 1000)] - CromoSo} / CromoFz Eq. 3

Onde: PFOCrac é a producéo fecal estimada a partir do tratamento OCrac, kg/dia;
OCof é a quantidade diaria de Oxido crémico oferecida ao animal, g/dia; CromoOC ¢é a
concentracdo de cromo presente no 6xido cromico, g/kg; CromoSo é a quantidade de cromo
presente nas sobras de racéo, g/dia; CromoFz € a concentracdo de cromo presente nas fezes,
a/kg.

As porcentagens de recuperacdo fecal (RF) dos indicadores dos respectivos
tratamentos foram calculadas conforme descrito (Eqg. 4, 5 e 6):

RFOCesof = (Cromofz x MSfecal real) / (OCof x (CromoOC / 1000) Eq. 4
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Onde: RFOCesof é a recuperacdo fecal do cromo no tratamento OCesof; CromoFz é a
concentracdo de cromo presente nas fezes, g/kg; MSfecal real é a quantidade de matéria seca
fecal excretada, quantificada a partir da coleta total de fezes e analise em estufa a 105°C, Kkg;
OCof é a quantidade diaria de oxido crémico oferecida ao animal, g/dia; CromoOC ¢ a
concentracdo de cromo presente no oxido crémico, g/kg.

RFOCrac = (Cromofz x MSfecal real) / (OCof x (CromoOC / 1000) — CromoSo Eq. 5

Onde: RFOCrac é a recuperacédo fecal do cromo no tratamento OCrac; CromoFz é a
concentracdo de cromo presente nas fezes, g/kg; MSfecal real € a quantidade de matéria seca
fecal excretada, quantificada a partir da coleta total de fezes e anélise em estufa a 105°C, Kkg;
OCof € a quantidade diaria de 6xido crémico oferecida ao animal, g/dia; CromoOC ¢é a
concentracdo de cromo presente no 6xido crémico, g/kg; CromoSo € a quantidade de cromo
presente nas sobras de racdo, g/dia.

RFCaulesof e Caulrac = (AlFz x MSfecal real) / [CA x (AICA / 1000)] + (Alsil + Alcon -
Alsb) Eq. 6

Onde: RFCaulesof e Caulrac é a recuperacdo fecal do aluminio nos tratamentos
Caulesof e Caulrac, respectivamente; AlFz é a concentracdo de aluminio presente nas fezes,
g/kg; MSfecal real é a quantidade de matéria seca fecal excretada, quantificada a partir da
coleta total de fezes, kg; CA é a quantidade diaria de Caulim oferecida ao animal, g/dia;
AICA ¢ a concentracdo de aluminio presente no caulim, g/kg; Alsil é a quantidade diaria de
aluminio consumida pelo animal oriunda da silagem, g/dia; Alcon é a quantidade diaria de
aluminio consumida pelo animal oriunda do concentrado, g/dia; Alsb é a quantidade de
aluminio presente nas sobras de racdo, g/dia.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (DA) dos nutrientes, reais e preditos, foram
determinados pela diferenca entre a quantidade diaria consumida e excretada pelo animal,
utilizando-se modelo abaixo:

DA (%) = Nutriente ingerido - Nutriente excretado x 100 Eq. 7

Nutriente ingerido

Onde: DA = coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes; Nutriente = MS,
PB, EE, MO, FDN e CNF.

Os valores reais de excrecdo fecal utilizados nos calculos do DA séo representados
pelos valores obtidos (medidos) durante coleta total de fezes, enquanto os valores preditos
foram estimados pelos indicadores.

O teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) da dieta foi estimado a partir dos dados

de composicao e digestibilidade de cada nutriente, conforme a equacao:
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NDT (%) = (CPB/CMS x DAPB) + ((CEE/CMS x DAEE) x 2,25) + (CFDN/CMS x
DAFDN) + (CCNF/CMS x DACNF) Eq. 8

Onde: NDT sdo os nutrientes digestiveis totais, %; CPB é o consumo de proteina
bruta, kg/dia; CMS é o consumo de matéria seca, kg/dia; DAPB € o coeficiente de
digestibilidade aparente da proteina bruta, %; CEE é o consumo de extrato etéreo, kg/dia;
DAEE ¢ o coeficiente de digestibilidade aparente do extrato etéreo, %; CFDN é o consumo
de fibra em detergente neutro, kg/dia; DAFDN é o coeficiente de digestibilidade aparente da
fibra insoldvel em detergente neutro, %; CCNF é o consumo de carboidrato ndo fibroso,
kg/dia; DACNF é o coeficiente de digestibilidade aparente do carboidrato nao fibroso, %.

As médias por quadrados minimos de RF dos indicadores nos respectivos tratamentos
foram comparados entre si pelo teste de Tukey.

Os dados de producdo fecal, DA e NDT estimados de cada indicador foram
comparados aos dados reais (medidos na digestibilidade aparente), e quando cabivel, pelo
teste de Dunnett. Posteriormente foram comparados entre si pelo teste “t”.

O software SAS versdo 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, CA, EUA) foi utilizado para a
comparacao dos tratamentos.

A avaliacdo da adequacéo dos resultados de predicao foi realizada como sugerido por
Tedeschi (2006). Foi estimada a regresséo linear dos dados observados pelos dados preditos
por cada tratamento e avaliados o coeficiente de determinacdo (R2) e o teste F simultaneo
para identidade dos parametros (B0 = 0 e Bl = 1). Outros critérios utilizados foram o
coeficiente de correlacdo e concordancia (CCC), a raiz quadrada do quadrado médio do erro
da predicdo (RQMEP) e a particdo do quadrado médio do erro de predicdo em vicio médio,
vicio sistematico e erro aleatério. Todos os calculos das estatisticas de avaliacdo foram
realizados utilizando-se 0 MES - Model Evaluation System
(http.//nutritionmodels.tamu.edu/mes.htm, College Station, TX, USA; TEDESCHI, 2006).

O nivel de significancia de 5% foi adotado em todos os procedimentos estatisticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo médio de materia seca dos animais durante o experimento foi de 9,18
kg/dia ou 2% do peso vivo.
Ao comparar as estimativas do indicador caulim aos valores reais de producéo fecal e

digestibilidade (Controle) (Tab. 2), observa-se que no tratamento Caulesof todos os



76

parametros estimados por este indicador diferiram (p<0,05) dos valores reais, demostrando
superestimativas da producdo fecal e subestimativas dos demais valores de DA e NDT.

Tabela 2. Médias de producdo fecal, digestibilidade aparente e nutrientes digestiveis totais reais
(controle) e estimados pelos indicadores 6xido cromico e caulim administrados via esofagica ou na

racdo.

Parametros! Controle? Tratamentos® CVv.4

Caulesof Caulrac OCesof OCrac
PF 2,98 4,867 4,43 3,01 2,65P 19,48
DAMS 68,51 49,70 50,18™ 67,83° 72,07 9,89
DAPB 58,38 34,967 42,64 57,94 64,26" 9,88
DAEE 81,34 68,40™¢ 74,642 83,45% 82,86%® 5,62
DAMO 71,86 54,38™ 52,81 70,68° 75,87" 10,96
DAFDN 56,93 31,99 39,677 56,61% 62,728 14,37
DACNF 92,38 86,69 90,842 91,107 93,96 2,24
NDT 67,76 51,627 57,707 67,162 71,47% 6,83

IPF é a producdo de matéria seca fecal, kg/dia; DAMS é a digestibilidade aparente da matéria seca, %; DAPB ¢ a
digestibilidade aparente da proteina bruta, %; DAEE é a digestibilidade aparente do extrato etéreo, %; DAMO ¢é a
digestibilidade aparente da matéria organica, %; DAFDN ¢ a digestibilidade aparente da fibra insolivel em detergente neutro,
%; DACNF é a digestibilidade aparente do carboidrato néo fibroso, %; NDT séo os nutrientes digestiveis totais, %.

2Controle representa os dados observados, obtidos a partir da coleta total de fezes.

3Caulesof é o tratamento caulim fornecido via esofagica; Caulrac é o tratamento caulim fornecido via ragdo; OCesof é o
tratamento 6xido cromico fornecido via esofagica; OCrac € o tratamento dxido cromico fornecido via ragao

4C.V. é o coeficiente de variacdo.

o

Médias seguidas de diferem do tratamento controle pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de significancia.

As diferengas entre os valores reais (controle) e os valores estimados (Tab. 2) indicam
a auséncia de acuracia nos resultados obtidos a partir do caulim sob as duas formas de
administracdo (esofagica e na racéo).

A quantificagdo do caulim foi obtida de medidas indiretas por meio das dosagens do
elemento aluminio presente em sua composicdo. Portanto, perdas e vicios decorrentes dos
processos de extracdo e quantificagdo do aluminio podem interferir diretamente sobre as
estimativas do indicador.

Assim, a escolha e ajustes nas metodologias de extracdo das amostras sdo cruciais para
a obtencdo de resultados robustos e acurados poderiam refletir nos resultados obtidos, pois
segundo Melo e Silva (2008) a extracdo representa a etapa mais critica do processo analitico
para a caracterizacdo da amostra. Além disso, pouco se conhece sobre a recuperacdo de

elemento Al a partir de compostos organicos como 0s executados nas amostras de
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concentrado, silagem e nas fezes) nos diferentes métodos de extracdo existentes (Zheljazkov;
Warman, 2002).

A formacdo de um oxido metaestavel (alumina) durante o processo de calcinacdo da
amostra em temperaturas entre 400 e 800°C (Cartaxo et al., 2011; Osmari, 2015) poderia
resultar em subestimativas dos teores de aluminio nas amostras analisadas devido a
solubilizacdo incompleta da alumina pelos acidos durante o procedimento de extrag&o.

Outro fator a considerar é que na rotina de extracdo de amostras contendo elevados
teores de aluminio como no produto caulim possam necessitar de maior numero de diluicdes
(ou ajuste na razdo massa amostral e volume dos acidos extratores) que poderdo resultar em
digestdo incompleta e influir nos resultados obtidos. Ou seja, € possivel que o elevado teor de
aluminio da amostra necessite de ajustes nas metodologias de extracdo, com demanda por
mais repeticOes da fase de digestéo.

Outro aspecto a considerar € que 0os métodos existentes para a extracdo do aluminio
total podem n&o ser capazes de realizar a extracdo completa do elemento presente nas
amostras, seja pela caracteristica da amostra (fezes e alimentos) ou excesso de aluminio
presente nas amostras de caulim. Portanto, persiste a incerteza de que o método de extracao
utilizado tenha conseguido disponibilizar todo o aluminio para ser quantificado.

A contaminacdo natural de particulas de solo (contém argilas silicatadas como caulim)
via ingestdo do volumoso pode interferir nos resultados analiticos. Contudo, neste estudo os
animais encontram-se confinados e a principal fonte de contaminacdo seria oriunda da
forragem, mas os niveis relativamente baixos (cerca de até 50 mg/kg de aluminio na
composicdo de gramineas e trevos (Underwood, 1977), ndo seriam suficientes para promover
profundas modifica¢bes nos resultados obtidos.

Fatores da cinética da digestdo como taxa de degradacdo e de passagem podem
influenciar nos resultados acelerando ou reduzindo a velocidade de excre¢do fecal do
indicador, mas considerando o consumo de MS do ensaio de digestibilidade aparente de 2%
do peso corporal presume-se que o indicador (pré-misturado no concentrado para posterior
mistura com o volumoso) aderido nas particulas do concentrado teve mais rapida taxa de
passagem que o contido no volumoso que provavelmente teve maior tempo de permanéncia
no rimen e consequentemente, passagem mais lenta para o TGI posterior.

Apesar do indicador caulim apresentar resultados diferentes daqueles obtidos a partir
da coleta total de fezes em praticamente todos os parametros avaliados, o tratamento Caulrac
permitiu obter estimativas de producdo fecal semelhante (exceto DAMS, DAMO) ao
tratamento OCesof (Tab. 2).
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A administracdo dos indicadores (caulim e 6xido crémico) via suplemento néo
interferiu nas estimativas, pois os resultados foram semelhantes aos da administracdo
esofagica dos respectivos indicadores. Embora o caulim, neste trabalho, ndo ter mostrado
adequado nas estimativas de predicédo, os resultados nas duas formas de administracdo foram
semelhantes, evidenciando que o problema reside na metodologia analitica de extracdo e
quantificacdo deste indicador.

A semelhanca dos valores de PF, DA e NDT estimados pelos OCrac com os obtidos a
partir da coleta total (Controle) ressalta que a administracdo individual dos indicadores por
meio de sua homogeneizagdo na ragdo, permitiu a obtencéo de resultados acurados a partir de
um manejo mais simples e menos estressante do que o OC aplicado via es6fago dos animais.

Resultado semelhante foi observado por Ferreira et al. (2009). Naquele experimento,
os coeficientes de digestibilidade aparente e nutrientes digestiveis totais obtidos com éxido
crémico ndo diferiram daqueles observados com a coleta total de fezes.

Os valores de recuperacédo fecal (RF) dos indicadores caulim e éxido crémico foram
diferentes (p<0,05), independente da forma de administracdo (Tab.3). Contudo, ao comparar
os valores de RF do mesmo indicador sob as diferentes formas de administracdo (racdo ou

esofégica), ndo foi observada diferenca estatistica (p>0,05).

Tabela 3. Médias por quadrados minimos da recuperacao dos indicadores 6xido crémico e caulim nas
fezes administrados via esofagica ou na ragao.

Tratamentos?
Parametros CV (%)
Caulesof Caulrac OCesof OCrac
Recuperagdo!  0,67842 0,75752 1,1460° 1,1089° 9,70
Valor — p® 0,0087 0,0409 0,0015 0,02094
IC (95%)* 0,5119-0,8451 0,5338-0,9812 1,1043-1,1877 11,0206 —1,1971

IMédias por quadrados minimos seguidas por letras diferentes, diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

2Caulesof é o tratamento caulim fornecido via esofagica; Caulrac é o tratamento caulim fornecido via ragdo; OCesof é o
tratamento dxido croémico fornecido via esofagica; OCrac é o tratamento 6xido cromico fornecido via ragéo.

3Valor P para a diferenca entre a média observada neste tratamento e o valor de recuperacio de 1,00 (representativo da
recuperacdo ideal de 100% do total fornecido).

41C (95%) € o intervalo de confianca de 95%.

Todos os tratamentos avaliados (Tab. 3) apresentaram resultados de RF diferente de
100% (p<0,05), com menor RF ao utilizar o indicador caulim (Caulesof e Caulrac) e maior
para o indicador 6xido cromico (OCesof e OCrac).
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Em condigBes normais ndo se observa absor¢do do aluminio pelos animais, pois 0s
aluminossilicatos sdo pouco solliveis mesmo em pH &cido, e quando solubilizados ndo sdo
absorvidos (Mauras et al., 1983).

Devido a composicao das fontes de aluminio do presente estudo estarem classificadas
como aluminossilicatos, considerou-se que todo aluminio, oriundo do caulim ou de outra
fonte, fosse excretado nas fezes sem ser absorvido. Contudo, os resultados de RF demonstram
uma recuperacado inferior a ingerida. Portanto novos estudos deverao ser feitos para esclarecer
0s eventos fisiologicos da absorcéo e excrecéo do Al.

A partir dos resultados de producéo fecal obtidos neste trabalho (Tab. 4), observa-se
que o OCesof foi 0 melhor dos tratamentos em predizer a producdo fecal dos animais, pois
apresentou menor dispersdo (R2 = 0,86) e dados com precisdo e acuracia aceitaveis (CCC =
0,76). Contudo, o alto valor do quadrado médio do erro de predicdo (RQMEP = 0,78) nos
resultados indica baixa precisdo nas estimativas. Apesar do valor de RQMEP (0,44)
observado por Souza et al. (2015) ser inferior ao deste trabalho, ainda assim os autores 0s
associaram como resultados pouco precisos.

Ao avaliar o erro de predicdo desses tratamentos, utilizando RQMEP dividido pela
producdo fecal média observada dos respectivos tratamentos, verifica-se que o menor erro de
predicdo (19,6%) ocorreu em OCrac.

As estimativas da producdo fecal podem sofrer corre¢cdes aditivas e multiplicativas,
conforme demonstrado pelos vicios médio e sistematico, respectivamente, a fim de melhorar a
predicdo dos dados. A decomposicdo do RQMEP em vicio médio, sistematico e erro aleatorio
(Tab. 4) permitem constatar que o tratamento Caulesof apresenta um somatério de 74% entre
vicio médio e sistematico.

A estimativa da digestibilidade aparente da matéria seca a partir do tratamento OCrac
(DAMSOCrac) apresentou dados menos dispersos (R2=0,71) e maior CCC (0,58), indicando
maior acuracia e precisao quando comparado aos outros tratamentos.

As estimativas de DAMSCaulesof apresentam o menor erro aleatorio (4,85%) dentre
os tratamentos avaliados, com maior possibilidade de correc¢des aditivas e multiplicativas do
modelo, respectivamente, possibilitando alcancar resultados de DAMS mais consistentes a
partir das estimativas realizadas com o indicador caulim oferecido via esofagica.

A predicdo da digestibilidade aparente da proteina bruta realizada por meio dos
tratamentos apresenta dados bastante dispersos, (R2 muito baixo), além de baixa acuracia e
preciséo desses dados (CCC<0,6).
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Tabela 4. Adequacdo dos dados da produgdo fecal, digestibilidade aparente de nutrientes e NDT,
preditos pelos indicadores 6xido cromico e caulim administrados via esofagica e na racéo.
Estatisticas de adequagio?®

Método?! RQMEP R? Teste F CCC Vicio Vicio Erro
(Valor P) Médio Sistematico Aleatdrio
Producéo Fecal
PFocesof 0,78 0,86 0,006 0,76 16,38 13,66 69,96
PFcaulesof 1,76 0,77  0,0001 0,50 47,98 26,02 26,00
PFocrac 0,52 0,52 0,004 0,73 38,40 1,95 59,65
PFcaulrac 1,33 0,52 0,00005 0,40 20,91 49,91 29,18
Digestibilidade Aparente da Matéria Seca
DAM S Socesof 7,19 0 0,00001 0,32 33,64 21,74 44,62
DAM Scaulesof 20,26 0,09 0,00001 0 60,34 34,81 4,85
DAMSocrac 4,76 0,71  0,0001 0,58 38,29 20,00 41,71
DAM Scaulrac 14,53 0,23  0,00001 0,10 19,55 72,20 8,25
Digestibilidade Aparente da Proteina Bruta
DAPBocesof 9,80 0,34 0,00001 0,27 25,79 0,23 73,98
DAPB- aylesof 19,39 0,15 0,00001 0,04 54,75 36,72 8,53
DAPBocrac 6,53 0,45 0,001 0,54 37,73 10,24 52,03
DAPBcaulrac 13,67 0,40 0,00001 0,37 11,33 74,73 13,94
Digestibilidade Aparente da FDN
DAFDNocesof 9,71 0 0,00001 0,21 27,49 31,89 40,62
DAFDNcaulesof 19,61 0 0,00001 0 57,05 32,11 10,84
DAFDNocrac 6,76 0,70  0,0001 0,49 37,90 19,40 42,70
DAFDNcaulrac 19,70 0,26  0,00001 0,17 19,75 66,02 14,23
Teor de Nutrientes Digestiveis Totais
NDT ocesof 6,36 0,54 0,00001 0,38 23,70 36,66 39,64
NDT cautesof 12,92 0,002 0,00001 0,02 53,14 40,48 6,38
NDTocrac 4,11 0,66 0,0002 0,61 38,48 16,69 44,83
NDT caulrac 12,54 0,39 0,00001 0,13 19,68 70,05 10,27

Caulesof é o tratamento caulim fornecido via esofagica; Caulrac é o tratamento caulim fornecido via ragdo; OCesof é o
tratamento dxido crémico fornecido via esofagica; OCrac é o tratamento 6xido cromico fornecido via ragéo.

2RQMEP é o quadrado médio do erro da predigdo, kg; R? é o coeficiente de determinagdo da regressdo linear dos dados
observados pelos dados preditos; Teste F € o valor P para o teste simultineo para identidade dos pardmetros (B0 =0¢ 1 =1)

da regressdo linear dos dados observados pelos dados preditos; CCC € o coeficiente de correlagdo e concordancia.

Os diferentes tratamentos utilizados na predicdo da digestibilidade aparente da fibra
em detergente neutro resultaram em dados altamente dispersos (baixo R2) e demonstraram-se
pouco eficientes em obter dados acurados e precisos, CCC variando de 0 a 0,49. Contudo,
existe a possibilidade de correcdes aditivas e multiplicativas ao levar em consideragéo, os
vicios médio e sistematico, respectivamente, que somados chegam a representar
aproximadamente 90% do RQMEP.

Considerando os resultados obtidos e as anélises estatisticas aplicadas, pode-se inferir
que as equacdes utilizadas para obter as estimativas de digestibilidade aparente e nutrientes
digestiveis totais (NDT) ndo foram suficientemente robustas para atender aos testes

estatisticos de adequacéo realizados utilizando-se 0 MES — Model Evaluation System.
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CONCLUSOES

O processo de avaliagdo da excrecdo fecal a partir do indicador caulim ndo foi
eficiente para alcancar estimativas acuradas de producdo fecal, ndo ficando claro se os
resultados alcancados se devem ao caulim propriamente dito ou as falhas analiticas em todo o
processo de sua determinagéo.

A administracdo dos indicadores caulim e éxido crdmico na racdo permite obter
resultados semelhantes ao da esofagica.

Falhas metodoldgicas e/ou analiticas principalmente na dosagem do caulim podem ter
causado interferéncias nos resultados encontrados, indicando a necessidade de ajustes na

metodologia utilizada e de novos estudos para esclarecer e comprovar os resultados.
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