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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar a digestibilidade aparente de
aminoacidos essenciais ¢ ndo-essenciais das fontes proteicas farinha de carne e 0ssos
bovina (FC), farinha de visceras de frango (FV), farelo de gluten de milho 60% (FG) e
farelo de soja (FS), matérias-primas normalmente utilizadas na formulacdo de dietas
completas, assim como, a avaliagdo de metodologias para determinagdo da
digestibilidade in vivo de técnicas de leitura de aminoacidos. Para avaliagdo das
metodologias, utilizou- se a técnica tradicional de Coleta Total de excretas (CT) e para a
técnica com indicadores (6xido cromico e a lignina modificada de eucalipto - LIPE®).
Para a avaliacdo das técnicas de leitura de aminoacidos foram utilizadas a
Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE (HPLC), Immobilized digestive enzyme
assay - IDEA e Near Infrared reflectance - NIR. O experimento foi realizado com doze
caes adultos da raca Beagle em gaiolas metabolicas e as andlises foram feitas em varios
laboratérios especificos. O consumo das dietas experimentais ndo diferiu entre os
diferentes ingredientes avaliados. A producdo fecal na matéria natural da dieta com FS
foi maior e diferiu de todas as outras dietas e teve o pior escore fecal. A LIPE
superestimou a producdo fecal na matéria seca (MS) em 22,32% comparados com a
producdo fecal de MS da CT. As maiores concentracdes de aminoacidos essenciais
foram encontradas nos ingredientes FG, seguido pela FV, FS e FC. Os resultados
obtidos para os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) por meio da coleta total
(CT) realizada pelo HPLC foram utilizados como padrdo. O indicador LIPE mostrou ser

uma metodologia eficiente para determinacdo dos CDA dos aminoécidos essenciais da
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FV. A técnica IDEA nio teve os valores de CDA diferentes em 76,4% e 70,5 % dos
aminodcidos avaliados para FC e FV respectivamente, quando comparados com HPLC,
porém diferiram totalmente dos CDAs do FS estimados pelo HPLC. Os CDAs
determinados pelo IDEA para o FS foram superestimados. O NIR determinou com
acuracia todos os CDAs da FV com excecdo da histidina e treonina, porém para FC
diferiu em 50% dos resultados. Utilizando o NIR somente a treonina e valina ¢
diferiram dos resultados do HPLC. A lisina foi o aminoacido que teve a maior diferenca
de CDAs para o FG em todos os métodos utilizados comparados aos valores da
literatura. As técnicas NIR e IDEA e a metodologia da LIPE® podem evitar o uso de
animais em gaiolas metabolicas e a necessidade de infra-estruturas para se estimar os

valores de aminoacidos digestiveis em caes.
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ABSTRACT

This work had the objectives to evaluate the nutritional profile of the protein
sources as meat meal and bones, poultry meal, corn gluten 60% and soybean meal used
in the formulation of complete and balanced diets for dogs, the evaluation of
methodologies for determination of the apparent digestibility and the evaluation of
techniques of amino acid determination. The nutritional profile evaluation had as focus
the determination of the apparent digestibility of essential and not essential amino acids
of these ingredients. For evaluation of the methodologies, it was the traditional
technique of Total Collection of feces and for the technique with indicators the Chromic
Oxide and the Lignin Modified of Eucaliptus (LIPE). For the evaluation of the
techniques of amino acid determination it was used the liquid High Precision liquid
Chromatography - HPLC, Immobilized digestive enzyme assay - IDEA and Near
Infrared reflectance - NIR. The experiment was using Beagle dogs in metabolic cages
and the analyses got in some specific laboratories. The consumption of the experimental
diets did not differ between the evaluated ingredients. The fecal production in the
natural matter of the diet with FS was higher and differed from all the other diets and
had the worse fecal score. The LIPE overestimated the fecal production in the dry
matter (DM) in 22,32% compared with the fecal production of DM of the CT. The
highest essential amino acid concentrations were found in ingredients FG, followed by
FV, FS and FC. The results gotten for the coefficients of apparent digestibility (CDA)
through the total collection (CT) carried by the HPLC had been used as standard. The
marker LIPE showed to be an efficient methodology for determination of the CDA of

essential amino acids for FV. Technique IDEA respectively did not have different
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values of CDA in 76,4% and 70,5% of amino acids evaluated for FC and FV, when
compared with HPLC, however it totally differed from the CDAs of the FS gotten for
HPLC. The CDAs determined by the IDEA for FS were overestimated. The NIR
determined with accurate all the CDAs of FV with exception of the histidine and
threonine, however for FC it differed in 50% of the results. Using the NIR only the
threonine and valine were different from the results of the HPLC. The lysine was the
amino acid that had the highest difference of CDAs for FG in all used methods
compared with the values of literature. The techniques NIR and IDEA and the
methodology of the LIPE® can prevent the use of animals in metabolic cages and the

infrastructure necessity to estimate the values of digestible amino acids in dogs.



I- INTRODUCAO

Reconhecidamente a nutri¢do de animais de companhia, especialmente os caes,
tem sido foco de muitos questionamentos na atualidade no meio técnico, industrial e
comercial. Poucos trabalhos cientificos foram realizados para a solugdo de alguns
requisitos basicos da nutri¢do canina. A utilizacdo de conceitos da nutri¢do de aves e
suinos ainda ¢ muito comum e tem sido frequente devido a falta de informacdes
especificas para as espécies canina ¢ felina. Desta forma sao esperados erros na nutri¢cao
animal em um setor que envolve volumes significativos em nossa economia e que vem
crescendo ao redor de 11,2% ao ano (Associagdo Nacional dos Fabricantes de alimentos

para animais de estimagao - ANFALPET, 2007) necessitando de informagdes técnicas.

No Brasil, foram elaboradas aproximadamente 1.795 mil toneladas de alimentos
para cdes e gatos em 2007, que geraram um faturamento de 5,8 milhdes de reais por
ano. A populacdo de animais de companhia no Brasil atinge os valores de 31 milhdes de
cdes e 15 milhdes de gatos, considerando os animais alimentados com alimentos
balanceados (ANFALPET, 2008). Sabendo-se que este numero cresce a cada dia,
podemos observar a importancia de alimentos balanceados e que possam garantir uma

boa expectativa de vida a estes animais.



Em virtude da proximidade cada vez maior dos animais de companhia na vida dos
seres humanos, o uso de conceitos e principios da nutricdo humana também tem sido
usado em dietas para estes animais com frequéncia, tentando solucionar problemas e
ansiedades criadas pelos seus proprietarios ou criadores. Diferente da nutricdo de
espécies mais utilizadas para producdo de proteina de origem animal para o consumo
humano, os animais de companhia, especialmente os cdes, tém algumas caracteristicas
peculiares que devem ser consideradas pelos nutricionistas quando da elaboragdo de
dietas para caes. Entre elas, a longevidade, controle de obesidade, qualidade da pele e
pelos, vivacidade, controle de alergias, um bom status de satde, etc. Apesar da nutricdo
de animais de companhia nao levar em consideragdo os aspectos, ganho de peso diario e
conversdo alimentar, entre outros utilizados na nutrigdo de animais para producdo de
carne e outros alimentos para humanos, entende-se que obter informagdes sobre a
digestibilidade de proteinas e seus aminoacidos podem colaborar com os alvos
nutricionais de longevidade, vivacidade, enfim qualidade de vida e status de saude

destes animais.

Considerando que os animais necessitam de nutrientes para sua manutengao,
crescimento ¢ reproducdo, os ingredientes da dieta (denominada como alimento
completo balanceado, conforme Instru¢io Normativa n.° 9 de julho de 2003 do
Ministério da Agricultura e Abastecimento - MAPA) (BRASIL, 2002) tém a fungdo de
fornecer estes nutrientes para suprir as necessidades nutricionais do organismo do
animal em condigdes saudaveis. Para isto, conhecer o wvalor biolégico e a
biodisponibilidade dos nutrientes nos ingredientes que compdem os alimentos ¢
fundamental para um correto balanceamento das dietas para os animais de companhia
(caes), conhecendo suas necessidades nutricionais. Isto permite estimar com uma
melhor precisdo a quantidade necessaria para atender as necessidades nutricionais dos

animais (POND et al., 1995).

A determinagdo da composicdo quimica ¢ bromatologica dos nutrientes nos
alimentos ou racdes para caes, atualmente, ¢ realizada pelos fabricantes basicamente
através dos métodos: analises laboratoriais do produto final ou composig¢ao nutricional
baseadas no contetido médio dos nutrientes contidos nos ingredientes provenientes de
tabelas de composi¢ao de alimentos (CASE et al., 1998). Conforme a legislagdo vigente
no Brasil, estas duas formas de avaliagdo sdo permitidas para registro e comercializagdo

dos produtos (BRASIL, 2002).



Os alimentos para cdes sdo apresentados aos consumidores tendo como base
nutricional os nutrientes brutos ao invés de nutrientes digestiveis. Nas formula¢des dos
alimentos também ¢ utilizada a referéncia bruta, no entanto, esta pratica pode induzir a

algumas distor¢des nos valores nutricionais finais dos alimentos.

A ANFALPET (2007) publicou uma classificacdo de alimentos comerciais para
cdes e gatos. Nesta publicagdo foram definidos alguns padrdes nutricionais que exigem
valores minimos de digestibilidade da matéria seca para que os alimentos sejam
enquadrados na classificagdo adotada por esta entidade como: basico, padrao, prémio e
superprémio. Cada fabricante devera apresentar certificados ou laudos de
digestibilidade para fazer o enquadramento do produto ou alimento nestas categorias,
além de outros aspectos nutricionais e de qualidade. Isto implica em uma demanda
significativa de testes de digestibilidade dos alimentos pelas industrias do setor. Dai a
importancia de metodologias bem definidas e claras, assim como andlises eficazes e
rapidas. Com base nesta situagdo, a determinacdo da biodisponibilidade de nutrientes

passa a ter cada dia mais importancia no setor.

Alguns problemas metabdlicos com consequéncias patologicas podem afetar
drasticamente os animais que consomem alimentos formulados na base bruta levando,
por exemplo, a doencas nutricionais quando um alimento ¢ consumido por um longo
periodo (DZANIS, 1994). O processamento dos alimentos, especialmente extrusdo e
secagem dos produtos, ndo estdo previstos no momento da formulacido e podem alterar
os valores nutricionais dos alimentos afetando diretamente sua aceitabilidade,
palatabilidade e biodisponibilidade dos nutrientes. A determinagdo dos coeficientes de
digestibilidade dos alimentos representa uma medida quantitativa e qualitativa
importante, pois determina a propor¢do de nutrientes biodisponiveis para os animais

(CASE et al., 1998).

O estudo e a importancia da digestibilidade de aminodcidos sdo relatados em
outras espécies. Usando racdes formuladas com valores de aminoacidos digestiveis
provenientes de varios métodos de determinagdo, ELWELL e SOARES (1975),
encontraram aumento de ganho de peso e melhores conversdes quando utilizaram os
valores de digestibilidade dos aminoacidos obtidos por meio do método tradicional de

coleta total, em um ensaio de crescimento em frangos de corte.



Para os animais de companhia a determinacdo de aminoacidos digestiveis nos
alimentos ainda € pratica pouco explorada pelos fabricantes de alimentos. Sabe-se da
importancia destes para o processo vital dos animais, mas poucos resultados existem
disponiveis. O fato mais importante ndo € propriamente economico € sim nutricional.
Balanceando-se dietas que atendam os requerimentos nutricionais de aminoacidos pode-

-se certamente, obter melhores resultados na longevidade e status de saude dos animais.

As necessidades dietéticas de proteina sdo determinadas na medida em que
satisfazem as necessidades em aminodcidos e nitrogénio do animal. Quanto mais
estreita for a relacdo entre o perfil de aminoacidos suplementados pelo alimento e as
exigéncias do animal (perfil corporal) maior sera o valor bioldgico do alimento e menor
serd a porcentagem de proteina necessaria na dieta.

As dietas proteicas para cdes sdo importantes em fun¢do de duas razdes: a
primeira € que as proteinas proveem aminoacidos que os cdes ndo podem sintetizar, mas
sd0 necessarios para a sintese de muitas proteinas no corpo; a segunda € que as
proteinas proveem aminoacidos dispensaveis (aminoacidos que podem ser sintetizados
se existirem fontes de carbono e nitrogénio) que os animais necessitam para mantenca,
crescimento, gestagdo e lactacdo. Sdo dez os aminodcidos essenciais para caes: arginina
(arg), histidina (His), isoleucina (Ile), leucina (Leu), lisina (Lis), metionina (Met),
fenilalanina (Phe), treonina (Thr), triptofano (Thr) e valina (Val). A falta de
aminoacidos essenciais em animais onivoros e caes resulta na reducdo do consumo de
alimento (NRC, 2006).

Conhecendo a biodisponibilidade de um nutriente, pode-se afirmar que, quanto
maior seu valor menor serd a quantidade necessaria na dieta para o atendimento das
necessidades dos animais. Assim, alimentos para cdes compostos por ingredientes de
baixa disponibilidade devem apresentar maior quantidade de proteinas e gorduras,
expressos na forma bruta em suas embalagens ou rétulos para compensar a baixa
biodisponibilidade e atender as necessidades nutricionais dos animais (CARCIOFI,
2003). Os pesquisadores VAN KEULEN e¢ YOUNG (1977) ¢ POND et al (1995)
afirmam que ndo ¢ possivel a determinag@o das necessidades nutricionais dos animais
sem adequado conhecimento da biodisponibilidade de nutrientes dos alimentos que sdo

utilizados.



Poucos resultados sdo encontrados na literatura a respeito deste aspecto até porque
existem metodologias de pesquisas e andlises laboratoriais que induzem a pequenos

erros, mas quando somados podem gerar resultados pouco confiaveis.

Os procedimentos para medidas de digestibilidade em animais de companhia sdo
descritos pelas Associacdes ANFALPET (Associacdo Nacional dos Fabricantes de
Alimentos para Animais de Companhia) e a AAFCO (American Association of Feed
Control Officials). Estes procedimentos sdo normalmente aceitos pela industria de
alimentos para animais de companhia. Entretanto, ndo significa que apresentam
acuracia suficiente para determinacdo da digestibilidade. Desta forma, existe a
necessidade de pesquisas que avaliem as metodologias e as técnicas de andlises que

podem subsidiar as instituicdes de pesquisa e os fabricantes de alimentos para caes.

1.1 — Aspectos da fisiologia digestiva dos caes

O céo, embora da classe Mammalia e ordem Carnivora, da mesma forma que o
gato, encontra-se na superfamilia Canoidea, que inclui familias com diferentes habitos
alimentar como onivoros e herbivoros (BORGES, 2002). Apesar de ser classificado
como carnivoro, o cdo doméstico (Canis familiae) é frequentemente considerado
onivoro (CHURCH, 1991), pois seu trato digestorio ¢ mais parecido com o dos
onivoros. Sdo animais mamiferos, caracterizados por estdbmago simples, trato digestorio

curto e dentes caninos bastante desenvolvidos.

Taxonomicamente os cdes sdo considerados por muitos nutricionistas como
animais de hébito alimentar carnivoros. Com este conceito foram criadas dietas cuja
base proteica deveria ser apenas de origem animal, gerando alimentos com altos niveis
proteicos (fonte animal) e de gordura bruta (extrato etéreo) e baixos niveis de
carboidratos e proteinas de origem vegetal alicercada em serem dietas que possuiriam

maior proximidade das dietas dos cdes em seu habitat natural.

Este conceito estd sendo modificado tendo em vista que os caes ap6s dez mil anos
de domesticagdo, tém ressaltado caracteristicas alimentares de animais onivoros sem,

porém, apresentarem qualquer modificacdo metabdlica ou fisiologica. Outro aspecto



estd baseado em que o setor industrial voltado para a alimenta¢do canina, busca na
fabricacdo destes alimentos, ingredientes com maior disponibilidade no mercado a

precos mais acessiveis em fung¢do da distribuigdo de renda no Brasil.

O sistema digestorio dos caes ¢ constituido por um tubo que vai da boca ao anus,
sendo relativamente simples. Compreende os seguintes segmentos: boca e anexos
(dentes, lingua e glandulas salivares), esofago, estdmago, intestino delgado (duodeno
jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, colon e reto) e anus. Juntamente com estes devem
ser considerados o figado e o pancreas como 6rgaos anexos e ligados aos processos de

digestao dos alimentos.

A adaptacdo que os cdes sofreram ao longo dos anos convivendo com o ser
humano esta baseada em caracteristicas inerentes a sua capacidade natural de digestao.
LASSITER e EDWARDS (1982) afirmam que se os animais forem alimentados com
carne suas enzimas digestivas serdo primeiramente liberadas para a digestdo das
proteinas. Por outro lado, se forem alimentados com altos niveis de carboidratos, a
secrecdo gastrica apresenta elevadas taxas de carboidrases, para a degradagdo dos

carboidratos.

Depois de ingeridos os alimentos e estando no estdmago, os movimentos
peristalticos misturam lentamente os alimentos com o suco gastrico, preparando-os para
sua entrada no intestino delgado. Em geral, os liquidos saem do estbmago com maior
velocidade que os solidos e o esfincter pildrico controla a velocidade de passagem do
alimento, que pode variar com o tamanho das particulas do mesmo e com a viscosidade

do quimo (CASE et al., 1998).

Os alimentos, uma vez no intestino delgado formando o quimo, passam de um
ambiente altamente 4cido (estdbmago) para outro levemente alcalino, além de sofrer agao
de diversas enzimas secretadas pelo pancreas e outras substancias que irdo quebrar as
moléculas de carboidratos, gorduras e proteinas, preparando-as para a absor¢do (CASE
et al., 1998). E no intestino delgado que também ocorre a maior parte da absorgdo dos

nutrientes.

A partir do intestino delgado, o quimo passa para o intestino grosso onde ocorrem
importantes processos de digestdo ndo enzimatica. O intestino grosso tem como
principais funcdes a absorcdo de agua e eletrdlitos, o armazenamento de fezes e o

desenvolvimento de processos de fermentacdo da matéria organica nao degradada. O



esfincter ileo cecal impede o refluxo do contetido do co6lon para o intestino delgado e

atua como valvula que somente permite o transito no sentido ileo-cecal.

A digestdo microbiana, que ocorre no ceco, tem a principal funcdo de agir no
aproveitamento da fibra (LEEK, 1997). Caes e gatos apresentam baixa capacidade
fermentativa no co6lon, o que pode justificar o emprego de carboidratos estruturais como
indicadores nestas espécies. Apesar deste fato, ANDREASI (1956) observou digestao
de aproximadamente 6% da lignina e 10% da celulose em caes. Embora cédes e gatos
ndo apresentem exigéncias de fibras alimentares, sabe-se que este nutriente melhora a
superficie absortiva do coélon nestas espécies, além de manter o equilibrio da flora

microbiana do intestino grosso (SUNVOLD et al., 1995).

A digestdo da proteina inicia-se no estdomago, pela acdo do 4cido cloridrico,
quebrando ligacdes entre as fitas de polipeptidios que estabilizam a molécula proteica,
deixando, assim a fita mais aberta. Em seguida, a pepsina, uma endoenzima, inicia o
processo de digestao propriamente dito, quebrando a molécula proteica em polipeptidios
com peso molecular menor que o original.

Ao sairem do estdmago, os peptideos seguem para o intestino, onde a digestdo
proteica ocorre em duas fases: luminal (com agdo de enzimas pancreaticas) e
membranosa (com acdo de enzimas produzidas pelo proprio intestino, que finalizam o
processo de digestdo, permitindo a absorcdo de aminoacidos e alguns oligopeptidios
como di e tripeptidios).

Na fase luminal da digestdo proteica, uma acdo conjunta de endoenzimas (tripsina,
quimiotripsina, elastase), que atuam no interior da cadeia polipeptidica e de exoenzima
(carboxipeptidases A e B), que atuam nas extremidades da cadeia polipeptidica,
produzem aminoacidos e oligopeptidios. A medida que este processo transcorre, por
movimentos de mistura do intestino, os produtos da digestdo tomam direcdo as paredes
do intestino, aproximando-se das estruturas de absor¢do. Proximo a mucosa inicia-se a
fase membranosa da digestdo de proteina, onde enzimas produzidas pelo intestino
(oligopeptidases, aminopeptidases, di e tripeptidadeses) encontram-se no glicocalice ou
ligadas a membrana da célula absortiva (enterdcito) ou ainda dentro do enterocito (di e
tripeptidases), finalizando o processo de digestdo de proteinas e originando
aminoacidos.

Considerando que algumas enzimas oligopeptidases como dipeptidases e

tripeptidases podem atuar dentro do enterdcito, isto indica a possibilidade de absorcao



pela membrana apical do enterdcito, de moléculas com dois ou trés aminoacidos
ligados. No entanto, a a¢do destas oligopeptidases no interior do enterocito faz com que
somente aminoacidos passem pela membrana basolateral do enterdcito, adentrando na
circulag@o sanguinea do sistema porta.

Ap6s esta etapa, os aminoacidos sdo absorvidos, num processo ativo com gasto de
energia, ligados a transportadores presentes na membrana apical do enterdcito, com
sitios de ligacdo especificos para cada grupo de aminoacidos (basicos, acidos e neutros).
Uma vez dentro do enterdcitos, os aminoacidos passam pela membrana basolateral do
enterocito para o sistema porta por difusdo e diferenga de concentragao.

As proteinas para cdes t€m uma importancia para a sua nutricdo em fungdo das
caracteristicas fisiologicas e metabolicas que possibilitam uma digestdo eficiente e
rapida destes compostos. Os cdes tém sido usados com um modelo de estudos para a
nutricdo humana nos Ultimos dois séculos e muitos destes trabalhos realizados por
pesquisadores como MAGENDIE (1816), CHITTENDEN (1904), KAUFMANN
(1905) e JACKSON (1928) revelaram a importancia da proteina na nutri¢do de caes e
dos seres humanos. At¢ que ROSE e RICE (1939) observaram que os mesmos dez
aminoacidos essenciais para caes também eram essenciais para ratos (NRC, 2006)

passando a usar estes animais para estimar exigéncia e disponibilidade de nutrientes.

Com excecao da prolina, todos os aminoacidos presentes na maioria das proteinas
sd0 o-aminoacidos e possuem grupos o-amino e a-carboxilico, ambos envolvidos nas
ligagdes pepitidicas que s@o essenciais para a estruturacdo das proteinas. Cada
aminodcido tem uma cadeia lateral sobre o a-carbono que muda de tamanho a partir de
um atomo de hidrogénio. Estas cadeias contribuem para a formagdo das estruturas
secunddrias e terciarias da proteina. Nutricionalmente sdo importantes as cadeias acidas
e basicas nas proteinas, pois podem doar e aceitar protons dependendo do pH do meio

em que a proteina estd presente (NRC, 2006).

Muitos estudos tém sido conduzidos para determinar a disponibilidade de
aminoacidos nos alimentos, entretanto, devido a variabilidade dos métodos, ainda ndo
se chegou a um consenso sobre aquele que melhor avalia a digestibilidade de
aminodcidos nos alimentos (ALBINO, 1991). De forma geral os conceitos de
digestibilidade e disponibilidade para os animais definem o valor potencial da proteina
dos ingredientes e dos alimentos. SIBBALD (1987) define a diferenca entre os dois

termos citando que a absor¢ao dos nutrientes no sistema digestorio é pré-requisito para a



sua utilizagdo metabolica, mas ndo indica que tenha disponibilidade. Entdo a
digestibilidade pode ser definida como a medida do desaparecimento da proteina e dos
aminodcidos durante a passagem pelo sistema digestorio, enquanto a disponibilidade ¢é
definida como a porc¢do de aminoacidos da dieta que foi digerida, absorvida e utilizada

para a sintese de proteinas.

Apesar de varios métodos serem utilizados para a determinagao da disponibilidade
bioldgica dos aminoacidos, sdo poucos os trabalhos que usam valores de aminoacidos
disponiveis na formulagdo de ragdes (ALBINO et al., 1992b) ou alimentos para caes.
Estes autores verificaram também, que todas as ragdes formuladas a base de
aminodcidos digestiveis proporcionaram melhor conversdo alimentar em frangos de

corte.

A utilizagdo da proteina ¢ fator importantissimo a ser considerado na formulagao
de ragdes para animais de companhia, especialmente a biodisponibilidade de
aminoacidos nos alimentos ingeridos. A utilizagdo das proteinas ¢ dependente de fatores
intrinsecos, inerentes ao alimento e fatores extrinsecos, como tipo de animal, idade,

raga, ¢ interagdes com outros nutrientes da dieta.

A concentragdo de aminoacidos nos alimentos varia em razdo de varios fatores.
Em graos ocorrem variagdes entre espécie e, as vezes, dentro de espécie. O estagio
fisiolégico da planta, o solo, a estacdo do ano, além de outros fatores contribuem

também para essas variagoes (ALBINO, 1991).

O teor de fibras do alimento, provenientes de ingredientes de origem vegetal, pode
reduzir a digestibilidade dos aminodcidos e aumentar a perda de aminoacidos
endogenos por provocar lesdes nas células da mucosa do intestino e aumentar a
producdo de muco. A digestibilidade dos aminoécidos ¢ reduzida em razdo da formacao
de uma camada gelatinosa em torno dos mesmos. O farelo de soja apresentou menor
digestibilidade da proteina quando comparado a fontes proteicas de origem animal
(visceras, pulmao e carne moida) em dietas fornecidas para cdes (NEIRINK et al, 1991).
Vale ressaltar que as fontes proteicas de origem animal utilizadas eram in natura, sendo
esta muito pouca utilizada pela industria principalmente em alimentos secos (< 12% de
umidade). Segundo os autores este resultado pode estar relacionado com a maior

quantidade de fibras deste ingrediente.
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1.2 — Fontes proteicas

As proteinas tém fungdes essenciais na fisiologia animal, dai a importancia para
serem consideradas nas formulagdes de dietas para caes e, mais ainda, a composicao das
dietas estarem balanceadas em aminoacidos e se possivel, digestiveis e de forma
equilibrada (CARCIOFI, 2002). A utilizagdo das proteinas pelos animais, por meio do
trato gastrintestinal, ¢ dependente de fatores intrinsecos, inerentes ao alimento e fatores
extrinsecos, como tipo de animal, idade, raga, e interagdes com outros nutrientes da
dieta. As fontes mais comuns de proteina de origem animal utilizados na fabricagdo de
alimentos para cdes sdo provenientes de tecidos animais (carnes frescas) e subprodutos
(farinhas) derivados da industria da carne bovina, ovina, suina, aves, peixe, ovos, leite,
entre outras. E fontes de origem vegetal que incluem os graos das oleaginosas (farelos e

concentrados proteicos) e farelos obtidos apds processos industriais.

Os aminoacidos contidos nas proteinas tém fungdes fisioldgicas importantissimas
no organismo animal, envolvendo a formacdo das células de constituicdo corporal,
sintese de proteinas de produgao leite, pelos, pele, ossos, enzimas ¢ hormonios, DNA ¢
RNA, anticorpos, e transporte de nutrientes (SEIXAS et al.,2003), além disto,
aminoacidos livres conferem sabor e paladar aos alimentos por meio dos

neuroreceptores dos caes (NRC, 2006).

Os produtos de origem vegetal quando bem processados podem apresentar valor
nutricional igual ou melhor do que os de origem animal. Dentre as fontes proteicas de
origem vegetais mais comuns utilizadas na alimentagao de caes existem o farelo de soja
e o farelo de gluten de milho 60%. O farelo de soja ¢ obtido a partir da moagem dos
graos de soja, para extracdo do Oleo, que ¢ destinado para consumo humano, e
representa um dos ingredientes de maior importancia utilizado em ragdes animais de
produgdo, como também nos alimentos completos destinados a caes e gatos. Porém por
ser um subproduto obtido apds a extragdo do o6leo de soja, o farelo de soja, passa por
uma série de processamentos que podem afetar a sua qualidade nutricional. Além disso,
a soja ¢ uma planta leguminosa, que possui alguns fatores antinutricionais para os
monogastricos, como: inibidores de tripisina, hemaglutininas, ¢ outros, que devem ser

destruidos pelo processamento térmico. A composicdo nutricional do farelo de soja ¢
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avaliada através de andlises bromatoldgicas como: umidade, proteina bruta, fibra bruta,
calcio e fosforo, que tem o objetivo de monitorar o padrdo nutricional do ingrediente.
No entanto, para garantir boa qualidade no processamento do farelo de soja utilizam-se
analises como: atividade ureatica e proteina solivel que determinam a qualidade e
disponibilidade dos nutrientes no farelo de soja, que podem ser afetados pelo
processamento térmico inadequado do grdo de soja, influenciando diretamente em seu

valor nutricional.

O farelo de gluten de milho ¢ obtido através da separagdo e concentracdo do
gliten extraido do milho pelo processo de moagem timida. E o residuo seco de milho
apos a remocdo da maior parte do amido ¢ do gérmen, ¢ da separagdao do farelo pelo
processo empregado nas fabricagdes do amido de milho ou do xarope, por via imida, ou
ainda, pelo tratamento enzimatico do endosperma. E uma excelente fonte de proteina e
energia, mas ndo ¢ muito palatdvel. Como nome comercial ¢ denominado por protenose

ou glutenose.

CARCIOFI (2002) observou que o farelo de gliten de milho 60% e o farelo de
soja apresentaram maiores coeficientes de digestibilidade aparente para a proteina bruta
do que farinha de carne e ossos e farinha de visceras em cdes. SA FORTES (2005),
também trabalhando com cades para determinar a digestibilidade de diferentes fontes
proteicas, verificou que o coeficiente de digestibilidade da proteina do farelo de soja
(83,9%) foi maior do que a farinha de carne e ossos (80,1%) ¢ a farinha de visceras de
frango (81,7%), e salienta que o processo de extrusdo pode ter favorecido estes
resultados para o farelo de soja. Neste mesmo trabalho, SA FORTES (2005) obteve os
melhores resultados para a digestibilidade da proteina entre os ingredientes proteicos
para o farelo de glaten de milho 60% que foi de 92,1%. Os ingredientes proteicos de
origem vegetal, apesar de terem uma inclusdo percentual ndo muito grande nas
formulacdes de alimentos balanceados para caes (até 10%), tém apresentado resultados
superiores aos ingredientes de origem animal. Neste contexto, SEIXAS et al. (2003)
testaram dietas em cdes com fontes proteicas de origem vegetal contra dietas com fonte
de origem animal e verificaram que as dietas vegetarianas tiveram maiores valores de
digestibilidade para a proteina bruta do que as dietas com fontes proteicas de origem

animal.



12

Segundo o Compéndio Brasileiro de Alimentagdo Animal (2005) a farinha de
carne e 0ssos ¢ um ingrediente produzido por graxarias ou frigorificos, sendo um
subproduto da extragdo de gorduras a partir de ossos e outros tecidos da carcaga de
animais (bovinos, suinos, ovinos, caprinos, equinos, bubalinos, etc.) ndo aproveitados
para consumo humano. Este material ¢ moido, cozido, prensado para extracdo da
gordura e novamente moido. Ndo deve conter sangue, cascos, unhas, chifres, pelos e
conteudo estomacal, a ndo ser os obtidos involuntariamente dentro dos principios de
boas praticas de fabricacdo. Nao deve conter matérias estranhas a sua composicao e o
calcio ndo deve exceder a 2,5 vezes o nivel de fosforo. Quando produzida em
frigorificos, normalmente ¢ utilizado como matéria-prima, residuos da desossa completa
dos animais abatidos, e o tempo entre o abate e o processamento da farinha pode ser
controlado, bem como as condicdoes de estocagem do residuo das carcagas até o
momento de seu processamento. Quando produzido por graxarias, normalmente ¢
utilizado como matéria-prima, residuos de carcagas de animais coletados em agougues,
supermercados, etc. Neste caso, ndo ha controle das condi¢des de estocagem do residuo
das carcacas at¢é o momento de seu processamento. Quando a farinha de carne e ossos
apresentar menos de 25% de cinzas, ou menos de 3,8% de fosforo, o produto passa a ser
denominado apenas de Farinha de Carne (FC), possuindo aproximadamente 55% a 60%
de proteina (DIFISA, 1989). Em funcdo da origem do material, as farinhas podem ser
classificadas como mistas (quando oriunda de diferentes espécies animais; ex: bovinos,
suinos, ovinos etc.), ou simples (quando oriundas de uma tUnica espécie animal; ex:

farinha de carne e ossos bovina, farinha de carne e ossos suina, etc.).

A farinha de visceras ¢ obtida da coc¢do de visceras de aves, sendo permitida a
inclusdo de cabecas e pés, no entanto, ndo deve conter penas, residuos de incubatorios e
outras matérias estranhas a sua composi¢do, nem mesmo, deve apresentar contaminagao

com casca de ovo.

Nas fontes proteicas de origem animal, alguns aspectos como o conteido de
matéria mineral e a temperatura de processamento a que sao submetidas as farinhas de
visceras, carne ¢ 0ssos, entre outras podem interferir negativamente na digestibilidade
da proteina e consequentemente os aminoacidos (PARSONS et al., 1997). As variagdes
nos teores de proteina bruta e dos aminoacidos nestes ingredientes de origem animal sdo

muito grandes em funcdo do processamento realizado pelas graxarias. FAHEY e
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HUSSEIN (1997) encontraram variagdes em amostras de farinha de carne e ossos de até
quatro pontos percentuais ¢ 0,41 pontos percentuais para a lisina. Outro aspecto esta
relacionado com os altos niveis de matéria mineral nestas farinhas. CARCIOFI (2004)
cita que o excesso de matéria mineral nas farinhas de origem animal pode levar a

diminui¢do da digestibilidade dos alimentos balanceados.

A variabilidade encontrada nos niveis de aminodcidos nas farinhas de carne e
0ssos ¢ dependente da relagdo de tecido 6sseo e tendinoso, utilizados na elaboragdo das
farinhas. Esta caracteristica das farinhas pode ser observadas no trabalho de POZZA et
al (2004) que avaliou em suinos diferentes partidas de fabricacdo de farinha de carne e
0ssos. Resultados com muita variabilidade também foram encontrados por

ROSTAGNO et al (2005) para a composicao de aminoacidos.

A esterilizag@o das farinhas de carne e ossos estd sendo exigido pelo Ministério da
Agricultura do Brasil (MAPA) como medida preventiva para redugdo do risco a
transmissdo prionica da encefalopatia espongiforme bovina (EEB ou BSE) (BRASIL,
2003). Esta esterilizacdo expde, por meio das exigéncias do processo, as proteinas ¢ os
aminoacidos a uma temperatura de 133 graus Celsius, em 3,0 bar de pressao durante 20
minutos, conforme Instru¢do Normativa n° 15 de 29 de outubro de 2003 do MAPA.
Visando avaliar estes efeitos, CARCIOFTI et al. (2007) verificaram em caes o efeito da
esteriliza¢do da farinha de carne e ossos submetida a temperatura de 133 °C, durante 20
minutos com 3 bar de pressdo no digestor, sobre a digestibilidade da proteina em
relacdo ao processamento tradicional. Usando galos cecotomizados os resultados
indicaram que ndo houve variacdo nos valores de digestibilidade da proteina e outros
nutrientes. O mesmo aconteceu com a digestibilidade verdadeira em relagdo aos
aminodcidos digestiveis. Estes resultados diferem daqueles obtidos por JOHNSON et al.
(1998) que verificaram menor coeficiente de digestibilidade de aminodcidos totais em

dietas para cdes contendo farinha de carne e ossos processada a 143 °C e a 129 °C.

1.3 — Perdas enddégenas

Para que se obtenha a digestibilidade verdadeira dos nutrientes e mais

especificamente de aminoacidos ¢ importante que seja considerado os componentes



14

endégenos como, mucina, células epiteliais, células microbianas, etc. provenientes do
trato gastrintestinal. A digestibilidade verdadeira considera, para a obtencdo de valores

de digestibilidade, a fracdo fecal endogena.

Utilizando dietas com grande variacdo do conteiido de proteina bruta, FAN
(1995), estudou o impacto dos aminoacidos endogenos sobre a digestibilidade ileal de
aminoacido em suinos, observando que a digestibilidade verdadeira ileal de
aminoacidos foi constante. Entretanto, a digestibilidade aparente ileal aumentou com o
aumento da concentragdo proteica até um plateau muito proximo da digestibilidade
verdadeira. Isto ocorreu porque a contribui¢do endogena representa a maior
contribuicdo quando se tem baixas concentragdes de proteina nas dietas. Com 12% a 24
% de proteina no alimento a digestibilidade ileal da metionina variou de 88% a 92%,
enquanto a verdadeira foi aproximadamente 94%. As estimativas do fluxo de nitrogénio
enddgeno ileal para gatos variou de 1,9 a 3,6 mg de N por grama de alimento seco
ingerido quando medido em dietas livres de proteina versus alimentos com caseina

hidrolisada enzimaticamente, respectivamente (HENDRICKS et al., 1996).

O contetdo de fibras fermentaveis no alimento pode interferir nas medidas da
digestibilidade do nitrogénio. Isto porque, a fermentacdo aumentada promove o
aumento do crescimento microbiano, que aumenta o nitrogénio nas fezes e reduz a

digestibilidade aparente do nitrogénio (HARMON, 2007).

Para se obter os valores de digestibilidade destes compostos e nutrientes muitas
vezes sdo utilizados métodos evasivos (WALKER et al.,, 1994), tendo em vista a
obtencdo de melhores resultados de digestibilidade dos nutrientes contidos nos
alimentos utilizados nas dietas de cides e gatos. Os componentes endogenos e as
transformagdes oriundas dos micro-organismos no intestino delgado e grosso tém sido
observados para melhor estimar esta digestibilidade dos alimentos (HARMON, 2007;
YAMKA, 2005; YAMKA, 2006).

Alguns experimentos foram realizados para avaliar as metodologias utilizadas na
determinagdo da digestibilidade verdadeira de aminoacidos. Galos cecotomizados foram
usados para comparar a digestibilidade de aminoacidos no ileo com os obtidos em caes
(JOHNSON et al., 1998). Estes autores concluiram que os valores obtidos para os
aminoacidos digestiveis dos galos tém alta correlacio com os obtidos para caes.

Segundo CRISSEY ¢ THOMAS (1987) a utilizagdo de galos cecotomizados ¢ outra
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alternativa, uma vez que o ceco ¢ o local de maior atividade microbiana. CARCIOFT et
al. (2007) utilizaram galos cecotomizados para a mensurar as perdas enddgenas de
aminoacidos e nitrogénio e estimar o uso destes valores para a digestibilidade

verdadeira em caes.

Por outro lado, avaliacdes in vitro também foram realizadas com resultados
satisfatorios, porém com muitas dificuldades para obter um sistema que realmente seja
compativel com o trato digestério de cades. Por isso, tem limitagdes de uso pelas
industrias do setor, apesar das altas correlagdes com a digestdo in vivo (TONGLET et

al., 2001).

O local no intestino delgado em que a digestao e a absor¢do de aminoacidos foram
completadas ¢ a por¢do terminal do ileo. Desta forma muitas pesquisas t€ém sido
realizadas utilizando-se de canulas neste local. A cirurgia para o uso das canulas ja vem
de longo tempo e esta reportada desde 1930, sendo que os mais recentes métodos tém
sido publicados em suinos. Em caes, os primeiros estudos foram reportados por BRASS
e SCHUNEMANN (1986) que descreveram o procedimento cirirgico € mostraram que
a digestibilidade aparente da matéria orgdnica em cdes canulados e ndo-canulados foi
semelhante. Esta técnica foi muito aperfeicoada e existem animais canulados que
podem viver por varios anos. Apesar do sucesso nos resultados com o uso desta técnica,
muitas dificuldades ja foram constatadas com este procedimento cirtirgico, tais como:
material com que sdo feitas as canulas, os cdes mordem e destroem as canulas, € muito
comum a formagao de abscessos nas areas proximas a fistula, além de problemas éticos

nos centros de pesquisas em todo o mundo.

Entretanto, deve-se considerar que na por¢do terminal do ileo, o pH alto, a alta
concentragdo de acidos graxos de cadeia curta e o niimero de bactérias indicam a
ocorréncia de uma fermentagdo significativa (HARMON, 2007). HENDRICKS e
SRITHARAN (2002) determinaram a digestdo de nutrientes em varios locais do trato
gastrointestinal utilizando animais sacrificados, registrando diferengas significativas de
digestibilidade de alguns aminoacidos, como lisina e metionina comparadas com
amostras coletadas nas fezes e no ileo. Isto indica que o local de coleta de amostras
afeta as estimativas de digestibilidade, principalmente de aminodcidos e nitrogénio.

Estima-se que 50% do Nitrogénio fecal ¢ de origem bacteriana em cdes (KARR-
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LILIENTAL et al., 2004) e que a quantidade de nitrogénio varia com a fermentabilidade
do alimento (fibras soliveis) em cdes (SILVIO et al., 2000).

Comparativamente alguns resultados encontrados em aves, PARSONS et al
(1982) estimaram que 20% dos aminoacidos perdidos nas excretas sdo de origem
microbiana, e que galos cecotomizados produzem maior quantidade de aminoacidos
endogenos na excreta que galos normais. JONHSON et al. (1986) citam que a taxa de
degradacdo microbiana de aminoéacidos ¢ maior que a taxa de sintese, contribuindo para
uma superestimativa da digestibilidade dos aminoacidos. Para eliminar esse efeito
alguns pesquisadores utilizaram a metodologia de coleta da digesta na por¢do terminal
do ileo, entretanto a técnica convencional requeria que as aves fossem sacrificadas. Uma
modificacdo nesta técnica foi a introdu¢do de uma canula em T na por¢ado final ileal,
eliminando a necessidade do sacrificio das aves. A utilizacdo de digesta ileal pode se
prestar a outras determinagdes, como por exemplo, dcidos graxos. Do mesmo modo que
ocorre com 0s aminoacidos, os microrganismos do intestino grosso ¢ ceco podem bio-
hidrogenar acidos graxos insaturados, invalidando os dados de digestibilidade dos

acidos individualmente (AJUYAH et al., 1996).

SIBBALD (1976a) propds uma metodologia para estimativa da energia
metabolizavel verdadeira que pode ser utilizada a determinagdo dos aminoacidos
digestiveis. Esta metodologia considera a fracdo enddgena e metabolica da dieta.
Consiste basicamente em alimentar forcadamente galos adultos em balangco de
nitrogénio com pequenas quantidades dos alimentos a serem testados. Para esta
metodologia um grupo de animais ¢ deixado em jejum, para obteng¢do das perdas
metabodlicas e enddgenas. Esta metodologia ¢ rapida e menos onerosa, porém ¢
questionada pelo fato de que a excreg¢do enddgena e metabolica dos animais em jejum
ndo ¢ similar a excrecdo endodgena ¢ metabolica dos animais alimentados, pois os
animais em jejum catabolizam quantidades variaveis de tecido corporal. LIKUSKI e
DORELL (1978) avaliaram a digestibilidade aparente e verdadeira dos aminoacidos de
varias amostras de farelo de milho e farelo de soja pela metodologia da alimentagdo
forcada proposta por Sibbald. Os autores encontraram valores de digestibilidade
verdadeira (corrigidas pelos valores de aminodcidos de aves em jejum) acima de 100%
para o triptofano, cistina, metionina, lisina, tirosina, histidina e serina. A explicagdo
para o ocorrido, segundo os mesmos pesquisadores, poderia ser as pequenas

concentragdes dos mesmos nos alimentos e excreta.



17

Uma técnica alternativa para determinar as perdas endogenas principalmente
nitrogénio e aminoacidos ¢ o uso de dietas isentas de proteina por meio da coleta total
de excretas, pois pode evitar o uso de métodos evasivos em experimentacdo in vivo.
Entretanto, esta técnica tem sofrido criticas devido a auséncia de proteinas podendo
resultar em reducdo na quantidade de enzimas géstricas e pancreaticas secretadas e um
decréscimo geral na taxa de sintese proteica no corpo e no intestino. HENDRICKS et al.
(2002) trabalhando com dietas isentas de proteinas em caes e ratos para comparar a
excrecdo endogena ileal e fecal de aminoacidos, observaram que ocorre aumento no

fluxo de aminoacidos endogenos quando da presenga de peptideos no trato digestorio.

1.4 - Metodologias para a determinacio da digestibilidade dos alimentos para
ciies
Alguns fatores relacionados com as metodologias a serem utilizadas interferem
nos resultados tais como: periodo de adaptacdo, periodo de coleta de fezes, idade,
condicdo de exercicios, ragas, idade e forma de apresentagdo de alimentos (secos ou
umidos) a possibilidade de uso de diferentes tipos de indicadores e as diferentes técnicas
e equipamentos para as andlises laboratoriais. Para a realizagdo dos ensaios de
digestibilidade, a AAFCO (2006) recomenda um periodo de adaptacdo para cdes de
cinco dias no minimo para que seja atingido o equilibrio entre o consumo alimentar e a

excrecdo fecal, além da normalizacdo do transito intestinal dos indicadores.

Dois métodos sdo mais empregados para a realizacdo de experimentos de
digestibilidade in vivo: o método convencional ou de coleta total e o método dos
indicadores. O método de coleta total ¢ o mais utilizado para determinar a
digestibilidade dos nutrientes e a energia metabolizavel dos alimentos em varias
espécies animais. Neste método o animal ¢ alimentado com uma dieta de composi¢ao
conhecida, sendo quantificado todo o consumo alimentar ¢ a produgdo fecal num dado
periodo de tempo. Desta forma ¢ realizado um balango entre o que foi ingerido e o que
foi eliminado e a diferenca corresponde aos nutrientes efetivamente digeridos e
absorvidos. Para a realizacdo destes testes, ha necessidade dos animais serem mantidos
em gaiolas metabdlicas individuais apropriadas para a coleta total das fezes, sem que
haja a contaminacdo por urina (AAFCO, 2006; ANFALPET, 2007). De forma indireta
pode-se utilizar equagdes de predicdo por meio de parametros fisicos e quimicos

(ROSTAGNO, 1990), apesar de que isto exige que se leve em conta para calculos da
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Energia Metabolizavel que a proteina, carboidratos ou gorduras sdo considerados

igualmente digestiveis (SIBBALD, 1980).

HENDRICKS e SRITHARAN (2002) compararam a digestibilidade da proteina e
de aminoacidos até a porcao distal do ileo com a porgdo total do trato digestorio de caes
e verificaram que existem diferencas significativas nos valores de aminoacidos
digestiveis. Os caes utilizados neste experimento foram sacrificados para retirada das

amostras de conteudo intestinal do ileo.

O método de indicadores caracteriza-se por utilizar uma substancia referéncia cuja
principal caracteristica € ser inerte no trato digestorio. Este método ¢ uma opg¢ao quando
¢ muito dificil de mensurar a ingestdo ou coleta total das fezes (FAHEY Jr. e JUNG,
1983; ZEOULA et al., 1992). Por ser inerte no trato digestorio, o indicador ideal ¢
eliminado nas fezes na mesma propor¢do em que foi ingerido pelo animal. A
mensuracdo deste processo ¢ denominada taxa de recuperagdo e considera-se um bom
indicador uma substincia que apresente este indice proximo de 100%. Isto significa que
todo indicador ingerido ¢ excretado inalterado pelo animal e recuperado em suas fezes
na sua totalidade. Desta forma pode-se calcular os coeficientes de digestibilidade
aparente de um nutriente sem a necessidade de se conhecer a ingestdo do alimento em
estudo ou a excrecdo fecal dos animais, desde que a substancia empregada com esta

finalidade apresente taxa de recuperacdo satisfatoria.

As caracteristicas ideais dos indicadores sdo descritas por KOTH ¢ LUCKEY
(1972, citado por HARMON, 2007) como ndo absorvivel; ndo deve afetar ou ser
afetado pelo trato gastrointestinal ou seus micro-organismos; devem estar fisicamente
associado ou intimamente associado com o material a ser marcado; a analise ou leitura

do indicador deve ser especifica, sensitiva e ndo interferir nas outras analises.

Os indicadores também denominados de substincias indices dividem-se em dois
grupos: os indicadores externos e internos. Os externos sdo aqueles adicionados ao
alimento e internos aqueles presentes naturalmente no alimento ou ingrediente da racao.
Por estarem presentes nos alimentos ou ingredientes, os indicadores internos apresentam
vantagens sobre os externos ¢ também por distribuirem-se uniformemente na digesta
durante o processo de digestdo e excre¢do (PIAGGIO et al.,, 1991). Dentre os
indicadores internos de digestibilidade destacam-se a fibra em detergente acido, lignina

e as cinzas insoluveis em acido (CIA) (CARCIOFI et al., 1998).
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O mais comum dos indicadores utilizado na pesquisa de nutrigdo em animais de
companhia ¢ o oOxido cromico (Cr,Os) (OLIVEIRA et al, 1991). Este método ¢
utilizado quando se torna dificil a mensurag@o da ingestdo ou a coleta total das fezes e é
mais adequado e confortavel para os animais (ZEOULA et al., 1992). Porém este
indicador foi pouco testado em animais domésticos e em alguns trabalhos a taxa de
recuperagdo destas substancias nao ¢ adequada (VASCONCELOS, 2004; CARCIOFT et
al., 1998). Este método ¢ mais utilizado na determinacdo da digestibilidade de
aminoacidos e outros nutrientes, sendo calculada com base nos niveis de 6xido de
crémico na racdo, por meio de uso de um fator de indigestibilidade, obtido pela relagado
entre teor de Cr,O; da racdo e o das fezes ou digesta (ALBINO et al.,1992). Desde
1954, por LLOYD e McCAY, tém sido reportados trabalhos com o uso de Cr;0s.
Alguns estudos realizados por HILL et al., (1996) compararam a eficiéncia ou taxa de

recuperagdo deste composto como um indicador com o uso de canulas no ileo em caes.

HARMON (2007) revisando varios trabalhos com o uso de Cr,O3, observou que
os resultados da taxa de recuperagdo tem uma variagdo de 62% a 127% com uma média
de 96,2+ 4, indicando r = 0,73, n =29 e P < 0,0001. Este autor sugere que existe uma
relacdo entre a taxa de recuperacdo do indicador com a taxa de digestibilidade do
alimento, ou seja, a recuperacao do indicador decresce com uma menor digestibilidade.
Isto pode ser justificado devido a inter-relacdo da taxa de passagem do alimento de
baixa digestibilidade que ¢ aumentada pela associacdo do CrO; com o alimento.
CARCIOFT et al. (2007) citam que a taxa de recuperacdo em caes variou de 91% a
107% dependendo do alimento e método de analise. Estas grandes diferengas nas taxas
de recuperagdo podem estar sendo afetadas por componentes da dieta. Como citado
acima, alguns problemas tém sido associados ao emprego de Cr,03, tais como taxas de
recuperagdo variaveis dependendo da composicdo do alimento, propriedades
carcinogénicas, oxidacdo de gorduras insaturadas presentes na dieta e influéncia

negativa no consumo de alimento pelos animais (JAGGER et al., 1992).

HILL et al. (2000) relataram que, embora o 6xido crémico tenha atingido maiores
concentracdes na digesta ileal entre 4 ¢ 9 horas apos as refeigdes, o tempo de transito
oroileal do 6xido cromico em caes nao diferiu do apresentado em animais alimentados
com quatro dietas, variando segundo a propor¢do das fontes proteicas. Esta observagao

¢ importante na avaliacdo da eficiéncia deste indicador, uma vez que uma das
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caracteristicas relevantes na escolha de um indicador externo é que este deve misturar-

se ao alimento e permanecer uniformemente distribuido na digesta.

A primeira descrigdo sobre o uso do Oxido cromico na determinacdo da
digestibilidade de alimentos para animais de estimacdo foi realizada por LLOYD e
McCAY (1954) que avaliaram este indicador em cdes e concluiram que os coeficientes
de digestibilidade estimados com o uso desta substancia foram proximos daqueles

determinados pela coleta total.

KANE et al. (1981) n3o observaram diferengas entre os coeficientes de
digestibilidade aparente da energia, matéria seca, proteina bruta e extrato etéreo em oito
ragdes para gatos, determinados pelo método de coleta total e do 6xido cromico, sendo
o ultimo avaliado por espectrofotometria de absor¢do atomica. Apesar da proximidade
entre os resultados obtidos pelos dois métodos no estudo supracitado, os autores nao
disponibilizaram dados referentes a recuperagdo do oOxido cromico, que
presumivelmente foi superior a 100%, em virtude dos maiores coeficientes de
digestibilidade encontrados por este método quando comparado a coleta total. Outros
estudos utilizando este indicador para verificar o tempo de transito do alimento
(PEACHEY et al., 2000) ou a digestibilidade de aminoacidos em gatos domésticos
(HENDRIKS et al, 1995) também ndo disponibilizam dados referentes a sua

recuperacao.

Embora a AAFCO tenha estabelecido um protocolo para ensaio de digestibilidade
em caes utilizando o 6xido cromico como indicador, poucos experimentos nesta espécie
avaliaram a adequacdo desta substancia de forma que esta venha a ser empregada com
seguranca. Além disto, a AAFCO recomenda como método para a determinagdo
laboratorial do cromo a espectrofotometria de absor¢do atomica e ndo faz inferéncias

sobre o uso do método colorimétrico.

A quantificagdo do cromo em material bioldgico envolve a digestdo da matéria
organica, solubilizacdo deste composto e determinacdo fotométrica simples ou por
absor¢ao atomica desta substancia (WILLIAMS et al., 1962; FENTON e FENTON,
1979).

O método colorimétrico descrito por FENTON e FENTON (1979) apresenta

alguns fatores que tornam sua utilizacdo pratica e segura, uma vez que esta técnica
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elimina a etapa de digestdo da matéria organica pelo acido nitrico, possibilita a
realizacdo da digestdo acida dos minerais de um grande nimero de amostras
simultaneamente e o cromo do material analisado ¢ determinado por espectrofotometria
simples. Apesar disto, a interferéncia na leitura da absorbancia por outros componentes
de cor presentes no alimento ou nas fezes pode limitar a precisdo na quantificacdo do

cromo contido no alimento ou nas fezes (KOZLOSKI et al., 1998).

SAHA e GILBREATH (1991a) compararam o método colorimétrico com a
espectrofotometria de absor¢do atomica em um estudo de digestdo em suinos, em trés
diferentes dietas. Observaram recuperacdo média de 97,96% pelo método colorimétrico
e 103,03% pela espectrofotometria de absorcdo atdmica, sendo estes resultados
diferentes estatisticamente. Estes autores encontraram maior variabilidade dos
resultados pela espectrofotometria de absor¢do atomica e atribuiram tais diferencas a

maior sensibilidade deste método na determina¢do do cromo.

YIN et al. (2000) obtiveram taxa de recuperagao ileal do 6xido cromico superior a
recuperagdo fecal em suinos, levando os autores a sugerirem uma retengdo temporaria
ou absorc¢a@o deste composto durante sua passagem pelo intestino grosso. Os fatores que
contribuem para a retencdo e/ou absor¢do deste indicador pelos suinos devem-se ao
tempo de retencdo da digesta (£36 hs), a ampla e complexa estrutura do colon e a
elevada gravidade especifica do 6xido cromico (LIDE e FREDERIKSE, 1995, citados
por YIN et al., 2000).

HILL et al. (1996) observaram que a recuperacao fecal do 6xido cromico (87%)
foi significativamente menor que a recuperagao ileal (94%) em caes. Outro ponto a ser
considerado ¢ a taxa de esvaziamento gastrico dos animais apods a alimentacdo, uma vez
que em suinos, observou-se que o 6xido cromico apresenta fluxo de eliminagao pulsatil,
que pode acompanhar o fluxo gastrico das particulas menores presentes no trato

digestorio (MROZ et al., 1996).

A caracteristica de substincia inerte no trato digestério ¢ atendida parcialmente
pelo 6xido cromico, pois, embora esta substdncia nao interfira na digestibilidade dos
compostos organicos presentes no alimento, os coeficientes de digestibilidade da
matéria mineral estimados por este método ndo se mostraram satisfatorios

(FERNANDEZ et al., 1999).
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O indicador oOxido cromico ainda apresenta outra caracteristica que ¢ a
inconstancia na eliminagdo fecal desta substancia, durante o dia ou mesmo entre os dias.
Isto pode estar relacionado com a concomitante variagdo da eliminag¢do fecal ou
consisténcia das fezes dos animais. Além disto, o 6xido cromico necessita de um
periodo de adaptacdo de aproximadamente cinco dias para que haja equilibrio em sua

eliminagdo fecal, em suinos (SAHA ¢ GILBREATH, 1991).

LLOYD e McCAY (1954) obtiveram coeficientes de digestibilidade aparente
muito proximo entre os determinados pelo método de coleta total e 6xido crdmico em
caes, considerando substituivel a coleta total de excretas, por este indicador. Resultados
semelhantes foram obtidos por ANDREASI (1956) que encontrou uma recuperagdo do
oxido cromico na mesma espécie de 97,8%, determinado pelo método colorimétrico.
LOBO Jr. et al. (2001) também trabalhando com cdes, obtiveram recuperagio de 93,7%

deste mesmo indicador, quantificado pela espectrofotometria de absor¢ao atomica.

Apesar dos problemas relatados com o uso do 6xido crémico nos estudos de
digestibilidade, ndo foi encontrado, at¢ o momento, um indicador que preencha todos os
requisitos de substincia indice considerada ideal. Além disso, os resultados encontrados
em estudos envolvendo suinos e cdes apresentam resultados satisfatorios (SAHA e
GILBREATH, 1991a; JAGGER et al., 1992; VAN LEEUWEN et al., 1996; LOBO Jr.
etal., 2001; KAVANAGH et al., 2001).

O oxido cromico pode ser fornecido aos animais misturado nas ragdes, em
capsulas, suspenso em 6leos, em comprimidos, peletizado, impregnado em papel ou
introduzido diretamente no trato digestorio (HOLT, 1993). JAGGER et al. (1992)
observaram que o 6xido cromico fornecido misturado a ra¢do de suinos na concentragédo
de 0,5% reduz o consumo de alimento pelos animais, embora esta influéncia negativa
apresente efeito transitorio, podendo ser suprimido por um periodo de adaptagdo a dieta

superior a cinco dias.

LOBO Jr. et al. (2001) forneceram duas vezes ao dia capsulas contendo 6xido
crdmico para caes e obtiveram taxa de recuperagdo deste indicador de 93,7%. Apesar
dos resultados, o0 método de coleta total de fezes empregado neste estudo, ndo permitiu
que houvesse colheita por amostragem das fezes, como se realiza pelo método dos
indicadores. Neste trabalho, ndo foi possivel a obtencdo de dados relativos a

homogenizagao fecal do 6xido cromico fornecido desta maneira.
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HENDRIKS e SRITHARAN (2002) utilizaram o indicador 6xido crémico em
dietas para caes para avaliar o efeito da microbiota do intestino grosso e na porcao distal
do ileo sobre a digestibilidade das proteinas ¢ de aminoacidos. Eles observaram que a
digestibilidade aparente ndo ¢ o melhor método para se estimar a absor¢do de proteinas
e certamente também ndo ¢ para aminoacidos em caes. Apesar do intestino grosso ser
relativamente pequeno, os nutrientes da dieta ou enddgeno sdo metabolizados pela
microbiota e mascaram os resultados. O coeficiente de digestibilidade aparente para a

proteina foi 8,5% mas alto que na porgao ileal.

Como indicador o 6xido cromico também foi utilizado em animais canulados para
medir a taxa de recuperagdo e padrao de excre¢do do 6xido cromico no ileo de caes por
HILL et al, 1996, os quais observaram uma completa recuperagdo do Oxido crémico na

porcdo ileal do intestino.

VASCONCELLOS (2004) realizou trabalho com gatos avaliando a aplicabilidade
de indicadores em substituicdo ao método de coleta total comparando este método com
o uso de indicadores internos o teor de cinzas insoluveis e lignina e externo o 6xido
crdmico na determinacao de coeficientes de digestibilidade aparente, tendo em vista que
estes indicadores até entdo ndo tenham sido avaliados para espécie doméstica. A CIA
apresentou taxas de recuperagio satisfatorias em gatos, enquanto a lignina ndo. O Oxido
cromico apresentou taxas de recuperacdo satisfatorias confirmando ser um método
confidvel em substitui¢do a coleta total em gatos domésticos. Este autor, tentando
solucionar o problema da homogeneizacdo na dieta do Oxido Cromico, testou uma
técnica de encapsulamento deste marcador. Compararam-se os coeficientes de
digestibilidade determinados pela coleta total de fezes e os obtidos pelo indicador,

sendo os resultados satisfatorios em gatos.

A CIA ¢ um dos indicadores internos utilizados com certa frequéncia. A cinza dos
alimentos contém principalmente os seguintes cations: calcio, potassio, sodio,
magnésio, ferro, cobre, cobalto e aluminio; e anions: sulfato, cloreto, silicato, fosfato,
entre outros (SILVA e QUEIROZ, 2002). E caracterizada como a por¢do mineral
inabsorvivel pelo trato gastrointestinal, composto, basicamente, por silica. Este
indicador ¢ determinado gravimetricamente por meio do tratamento da matéria mineral
presente no alimento ou nas fezes com solucao de 4cido cloridrico (VOGTMANN et al.,

1975).
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Como normalmente os ingredientes que compdem os alimentos para animais de
companhia sdo de origem animal e com altas concentra¢des de minerais, a CIA pode ser
uma alternativa muito 0til para a pesquisa com cdes. Porém, quando estes alimentos sdo
constituidos por vegetais, seus componentes minerais sdo muito variaveis, além de
alguns apresentarem altas concentragoes de silica (SILVA e QUEIROZ, 2002). As
gramineas tendem a apresentar maiores teores de CIA quando comparados aos graos de
cereais, devido as maiores concentragdes de silica em seu tecido (THONNEY et al.,
1985). Algumas silicas como, por exemplo, os aluminossilicatos encontrados no solo,
apresentam importantes fungdes na nutricdo das plantas, devido as suas propriedades
como substancias zeolitas ou trocadoras de base, o que justifica sua presenca nos

ingredientes de origem vegetal (PAULING, 1966).

ZEOULA et al. (1992) determinaram as concentragdes de CIA em alguns
ingredientes utilizados na alimentacdo de bovinos e constataram teores deste material de
9,31% na palha de arroz, 0,67% no farelo de soja, 0,14% no milho moido, 0,15% na
raspa de mandioca e 0,24% no sorgo moido. Concentragdes de CIA inferiores a 0,75%
no alimento foram consideradas por THONNEY et al. (1985) como criticas para o uso
desta substancia como indicador, pois variagdes devido a amostragem e erros analiticos

comprometem a estimativa da digestibilidade nestas condigdes.

Embora as metodologias empregadas para a determinacdo da CIA sejam bastante
divergentes entre os trabalhos, este indicador apresenta, em geral, indices de

recuperagao satisfatorios (ZEOULA et al., 1992; VAN LEEUWEN et al., 1996).

VAN KEULEN e YOUNG (1977) testaram trés diferentes concentragdes de acido
cloridrico (concentrado, 4N e 2N) na determinacdo laboratorial da CIA. Observaram
diferencas entre os resultados analiticos obtidos pelos trés métodos que se refletiram na
taxa de recuperacdo deste indicador, que foi, respectivamente, de 103%, 96,7% e
95,8%. Apesar destas diferencas, os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria
seca estimados pelos trés procedimentos ndo diferiram daqueles determinados pelo
método de coleta total nas ovelhas. Estes autores concluiram, ainda, que as baixas
concentragdes de CIA em um dos alimentos estudados (0,21%) resultaram em maiores
variagoes analiticas em comparagao aos alimentos contendo concentragdes superiores

desta substancia.
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LOBO Jr. et al. (2001) ndo observaram diferenga entre os coeficientes de
digestibilidade aparente determinados pelo método de coleta total e CIA em caes
adultos, apresentando esta Ultima uma taxa de recuperagdo média de 93,9% (£17,7).
Deve-se considerar que este experimento incluiu cinco dias de colheita de fezes e uma

Unica ragao.

Com o objetivo de facilitar e amenizar algumas desvantagens dos métodos
tradicionais, como oOxido cromico e coleta total de fezes, foi desenvolvida uma
substancia denominada lignina modificada de eucalipto (LIPE®). Alguns pesquisadores
(MORAIS et al., 1991 e 1994; PILOVELOSO et al., 1993) conseguiram extrair e
caracterizar estruturalmente a lignina a partir de uma variedade de eucalipto (Eucalyptus
grandis). Mais tarde, SALIBA et al., 1999, concluiram que esta lignina possuia
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas altamente estdveis no trato gastrintestinal
dos animais e totalmente recuperada nas fezes. Assim, surgiu a possibilidade da

utilizagio da LIPE® como indicador para testes de digestibilidade nos animais.

Com vistas em testar a eficiéncia da LIPE® como indicador externo,
VASCONCELOS et al., 2007, realizaram um estudo para determinar a digestibilidade
da energia metabolizavel em frangos de corte comparando com o método de indicador
com 6xido crémico e coleta total de fezes. Eles concluiram que a LIPE® permitia
resultados semelhantes comparados com as metodologias analisadas para aqueles
ingredientes. Utilizando frangos de corte, estes autores obtiveram valores de
digestibilidade da energia bruta do farelo de soja de 69,42% para coleta total de fezes,
69,10 % para o Cr,03 e de 68,40 % para a LIPE®. Para o gliten de milho 60% foi de
74,51, 75,81 e 74,05% para coleta total de excretas, 6xido crémico e LIPE®,

respectivamente.

Como observado nos trabalhos citados com os varios tipos de indicadores, na
escolha de uma substancia marcadora devem-se considerar as caracteristicas do trato
digestorio da espécie em estudo, platd de excregdo da substincia indice, a
disponibilidade de equipamentos para a determinacdo laboratorial do indicador, o custo
do método empregado (indicador e analise laboratorial), a seguranca dos reagentes
utilizados e, principalmente, dar preferéncia a um indicador que reuna a maior parte dos

atributos de uma substancia indice ideal.
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1.5 — Técnicas para analise de aminoacidos

Assim como as metodologias de determinagdo de digestibilidade, ¢ importante
abordar também sobre as andlises de nutrientes, especialmente os aminoacidos. Existem
varias técnicas de leitura de aminoacidos. Estas técnicas de leitura ou mensuragdo de
aminoacidos sdo muitas vezes questionadas pelos pesquisadores devido a eficiéncia das
calibragdes dos equipamentos e colunas utilizadas nas andlises, podendo gerar

resultados pouco precisos ou duvidosos.

As andlises quantitativas de cada aminoacido em uma mistura qualquer apos a
hidrdlise de proteina constituem uma técnica muito complexa e de dificil calibragdo de
equipamentos. Com a cromatografia ¢ sua automacgao estas analises deram um salto
muito significativo na sua eficiéncia. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
CLAE, em inglés HPLC, é um método cromatografico que consiste em um sistema
dindmico de separagdo de composto por dois meios: uma fase estacionaria formada por
particulas solidas ou liquidas e uma fase movel que pode ser gasosa ou liquida, com a
fungdo de transportar as moléculas componentes da amostra através do sistema

cromatografico (BRIGHTWAIT e SMITH, 1985, citado por BERNARDI, 2000).

Mesmo com esta alta tecnologia para analise de aminoacidos ainda necessita-se de
alguns métodos alternativos para a mensura¢do exata ou completa recuperacdo de

alguns aminoécidos, mais especificamente, a cistina, metionina e triptofano.

O processo de leitura, quantificacdo e identificacdo dos aminoacidos em uma
mistura inicia-se com a fase estacionaria em que a parte solida e liquida do composto ¢
acondicionada em um recipiente normalmente em uma coluna de vidro ou ago
inoxidavel, denominada de coluna cromatografica (FALLON et al., 1987). Durante a
passagem pela coluna cromatografica, a mistura de componentes dissolvidos na fase
movel entra em contato com as particulas da fase estacionaria. Neste momento, ocorre
uma competi¢cdo entre as duas fases pelos componentes da amostra, que dependendo das
suas propriedades fisicas e afinidade pela fase estacionaria, produz uma distribuicao,
onde cada componente da mistura ¢ distribuido através da fase estacionaria e da fase
movel, passando assim por todo o sistema (BRIGHTWAIT e SMITH, 1985, citado por
BERNARDI, 2000). As forgas quimicas e fisicas que atuam sobre a mistura de

componentes da amostra ¢ as duas fases sdo responsaveis pela retengdo destes
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componentes na coluna cromatografica. As diferencas e a magnitude destas forgas
determinam a resolugdo e a separagdo de cada componente individual. Estas forcas sdao
basicamente divididas em cinco tipos: forga de dispersdo ou de Van der Waals, que
atuam sobre as moléculas causando distor¢do momentdnea sobre a sua configuracao
eletrostatica; interagdes dipolares; pontes de hidrogénio; interacdes dielétricas e

interagdes eletrostaticas ou de coulomb (FALLON et al., 1987).

Antes de se fazer qualquer separacdo e quantificacdo de aminoacidos por
cromatografia, deve-se fazer uma hidrolise nas proteinas e peptideos formando uma
mistura de componentes, extraindo os aminoacidos destas estruturas de forma rapida e
eficiente. Sdo utilizados trés tipos de hidrdlises, com suas vantagens e desvantagens:
hidrélise enzimatica, hidrélise alcalina e hidrolise acida. Dentre estas, a hidrolise

alcalina ¢ especificamente utilizada para a identificag¢@o do triptofano.

A técnica do NIR — Near- Infrared Reflectance Spectroscopy tem sido avaliada
para determinagdo da concentracdo dos nutrientes em alimentos para cdes e gatos, em
virtude da rapidez e por ser um método ndo-destrutivo que estima a composi¢ao
quimica e nutritiva de alimentos e dietas balanceadas (CASTRILLO et al., 2005) assim
como em vdrias espécies animais. A limitacdo deste método ¢ a dificuldade de se obter
amostras com dados in vivo para uma calibragdo precisa. No entanto, alguns trabalhos
tém sido realizados para ajustar estes dados e dar mais confiabilidade aos seus

resultados.

O equipamento utilizado para uso desta técnica ¢ de alta precisao e efetua analises
de alimentos e outras amostras organicas através de emissdo de radiagdo
eletromagnética sendo empregado para caracterizar substincias organicas e algumas
inorganicas baseando-se na aplicagdo da matematica a quimica analitica (quimiometria).
Esta técnica resume-se na integragdo da espectroscopia, estatistica e computagdo de

dados.

O NIR baseia-se no fato de que as ligacdes covalentes das substincias organicas
absorvem a energia eletromagnética, usando essa absor¢ao para estimar o niimero ¢ tipo
de ligagcdes moleculares nas amostras. O principio mecanico seria o de iluminar uma
amostra com luz de comprimento de onda especifico e conhecido da regido do
infravermelho proximo. A absor¢do de luz entio é medida por diferengas entre a

quantidade de luz emitida pelo NIR e a quantidade de luz refletida pela amostra (VAN
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KEMPEM e JACKSON, 1996), relagdo através da qual pode-se predizer sua
composi¢do quimica, desde que as leituras obtidas possam ser instantanea, efetivamente
comparadas e ajustadas na matriz de um banco de dados armazenados que calibra o

software de logistica do equipamento.

Para obter uma calibracdo de determinado nutriente, como por exemplo, as
proteinas, € necessario um grande nimero de amostras, isso porque, embora exista uma
relacdo entre carboidratos e proteina na populacdo de referéncia, esse relacionamento
ndo representa a populacdo geral. Ou seja, essa relacdo pode existir em um determinado
alimento, mas, ndo existir em outro. Pode existir em uma amostra de um alimento e nao
em outra daquele mesmo alimento. Dessa forma as amostras utilizadas para calibrar o
equipamento e para desenvolver as equagdes devem representar muito bem a populagao
a ser predita no futuro. Nesse caso, utiliza-se um grande nimero de amostras colhidas
em diferentes anos e regides geograficas distintas, que caracterizem e reflitam as
possiveis mudancas a serem preditas (alguns autores citam entre 100 e 500 amostras
para estabelecer espectros). Depois de calibrado o equipamento para um determinado
componente amostral, ele ainda nio estd pronto para ser utilizado, pois a acuracia de
calibracao deve ser testada em um processo denominado validagdo. Nesse caso, varias
amostras desconhecidas s@o analisadas pelo NIR, usando a calibragdo a ser testada e
pela técnica de referéncia na bancada do laboratorio de analises quimicas. A diferenga
entre o valor predito pelo NIR e o real, obtido pela analise de referéncia, ¢ utilizada para
calcular o erro padrao de predi¢do, que determina a acuracia da calibragao. A selecao do
tratamento matematico final para representar a melhor equacdo para cada variavel
estudada sera baseada no valor mais baixo do erro padrdo de calibracao (EPC) e no erro
padrao de validacdo (EPV), combinados com os valores de coeficientes de

determinagio (R?), obtidos nas etapas de validagio e calibragio (SALIBA et al, 2001)

Atualmente muitas empresas utilizam este equipamento para obter dados quimicos
e nutricionais, porém ndo para estimar a energia metabolizavel. CASTRILLO et al.
(2005) analisaram 56 ragdes comerciais para petfood cuja composicdo quimica e

digestibilidade aparente in vivo eram conhecidas. Estes autores concluiram que a

o~

precisao usando NIR para predizer o valor de energia das ragdes extrusadas para caes

similar, ou melhor, do que quando realizada por analise quimica.
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Outra técnica que esta sendo desenvolvida por empresas particulares ¢ chamada de
IDEA® — Immobilized Digestive Enzyme Assay. Tem como principal objetivo
quantificar os valores de proteina e aminoacidos digestiveis nos ingredientes das ragoes.
E uma técnica que utiliza um pool multienzimatico que mede os grupos o-amino
liberados durante a hidrolise da proteina e pepitideos. Esta técnica pode ter algumas
vantagens em relacdo a outras técnicas in vivo e in vitro que foram desenvolvidas para
medir a qualidade de proteinas nos alimentos e ingredientes utilizados nas ra¢des para
animais. Como por exemplo, o uso de galos cecectomizados, que se caracteriza por ser
de custo elevado e demorada. Técnicas in vitro que sdo mais rapidas, porém menos
precisas nos dados como a analise de uréase, a solubilidade em hidroxido de potassio, o
indice de solubilidade do nitrogénio, indice de dispersividade da proteina e

digestibilidade em pepsina.

SCHASTEEN et al.,, (2007) avaliaram a correlagdo existente entre o Teste
Enzimatico de Digestibilidade (IDEA) com a digestibilidade verdadeira de aminoacidos
do farelo de soja em frangos de corte e verificaram que existe uma alta correlagdo entre
eles além de ser uma andlise pratica, rdpida e de baixo custo. O coeficiente de
correlagdo foi de 0,90 ¢ 0,88 para lisina e cistina, respectivamente. Salientam, no
entanto que as fontes proteicas de origem animal por terem alta variabilidade na
digestibilidade de aminodcidos merecem desenvolvimento e aprimoramento para as

técnicas in vitro atuais.

As técnicas laboratoriais citadas para determinacdo da digestibilidade e
disponibilidade de nutrientes em alimentos para cdes e gatos sdo de fundamental
importancia para o desenvolvimento da nutri¢cdo destes animais e consequentemente dos
produtos fabricados pelas empresas deste setor. Muitas destas técnicas podem ser
modificadas tendo em vista a necessidade de ajustes para melhor determinag¢do dos
coeficientes de utilizagdo dos nutrientes. A padronizagdo de técnicas ¢ uma necessidade
entre os pesquisadores, assim como a AAFCO tem feito com intuito de proteger e

aplicar os resultados obtidos em todo o mundo da pesquisa com caes ¢ gatos.
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IT - OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo a determinagdo do perfil aminoacidico do
farelo de soja, farelo de gluten de milho 60%, farinha de carne e ossos e farinha de
visceras por meio de ensaios de digestibilidade, utilizando os métodos de coleta total e
indicadores como 6xido cromico e lignina modificada extraida de eucalipto. Outro
objetivo € comparar as técnicas de andlises de aminoacidos utilizando NIR, IDEA e

HPLC.
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Avaliacdo aminoacidica fontes proteicas para cies utilizando diferentes
metodologias

Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar a digestibilidade aparente dos
aminoacidos de quatro fontes proteicas usadas na alimentacdo de caes, utilizando as
metodologias coleta total de fezes e, como indicadores lignina modificada e 6xido
cromico, além de trés técnicas de leitura de aminoacidos HPLC, NIR e IDEA. Foram
utilizados doze cdes da raca Beagle, com 4 anos de idade e peso vivo médio de 13,39 kg
alojados, individualmente em gaiolas metabodlicas, em delineamento quadrado latino
triplo (quatro dietas, quatro periodos e trés repeticdes por periodo). Foram elaboradas
cinco dietas experimentais: dieta referéncia (DR) e quatro dietas com farinha de visceras
(FV), farinha de carne e ossos (FC), farelo de gluten de milho 60% (FG) ou farelo de
soja (FS), substituindo 30% da matéria seca da dieta referéncia. Cada periodo teve
duragdo de dez dias, sendo cinco dias de adaptacao e cinco dias para coleta de fezes e
urina, quando entdo os animais eram realocados para receberem diferentes dietas de
forma que, ao final, todos os animais passassem a receber todas as dietas experimentais.
Os resultados obtidos para os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) por meio
da coleta total (CT) realizada pelo HPLC foram utilizados como padrdo. O indicador
LIPE mostrou ser uma metodologia eficiente para determinacdo dos CDA dos
aminoacidos essenciais da FV. A técnica IDEA ndo teve os valores de CDA diferentes
em 76,4% e 70,5 % dos aminoacidos avaliados para FC e FV respectivamente, quando
comparados com HPLC, porém foi diferiram totalmente dos CDAs do FS estimados
pelo HPLC. Os CDAs determinados pelo IDEA para o FS foram superestimados. O
NIR determinou com acuracia todos os CDAs da FV com exce¢do da histidina e
treonina, porém para FC diferiu em 50% dos resultados. Utilizando o NIR somente a
treonina ¢ valina ¢ diferiram dos resultados do HPLC. A lisina foi o aminoacido que
teve a maior diferenca de CDAs para o FG em todos os métodos utilizados comparados

aos valores da literatura.

Palavras-chaves: HPLC, NIR, IDEA, aminoacidos digestiveis, lignina, nutricdo canina.
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Amino acidic evaluation of the protein sources for dogs using different

methodologies

Abstract: This work had as objective to evaluate the apparent digestibility of amino
acids in four protein sources used to feed dogs, being used the methodologies of total
feces collection and as markers modified lignin and chromic oxide, besides three
techniques of amino acid reading. Twelve adult Beagle were used, with 4 years old and
13,39 kg average weight allocated individually in metabolic cages, in an experimental
design of a triple latin square (four diets, four periods and three animals each treatment
per period). The experimental diets were reference feed (DR) and four diets with
poultry meal (FV), meat and bones meal (FC), corn gluten meal 60% (FG) or soybean
meal (FS) substituting 30% of the dry matter of the feed reference. Each period had
duration of ten days, being five days of adaptation and five days of total feces
collection, then the animals were reallocated to receive different diets so at the end, all
the animals received all the experimental diets. The results gotten for the coefficients of
apparent digestibility (CDA) by means of the total collection (CT) carried by the HPLC
had been used as standard. The marker LIPE showed to be an efficient methodology for
determination of the CDA of essential amino acids of the FV. The IDEA respectively
did not have different values of CDA in 76,4% and 70,5% of amino acids evaluated for
FC and FV, when compared with HPLC, however it totally different from the CDAs of
the FS gotten for the HPLC. The CDAs determined by the IDEA for FS were
overestimated. The NIR determined with accurate all the CDAs of FV with exception of
histidine and threonine, however for FC it differed in 50% of the results. Using the NIR
only threonine and valine were different from the results of HPLC. The lysine was the
amino acid that had the biggest difference of CDAs for the FG in all the used methods

compared with the values of literature.

Keywords: HPLC, NIRS, IDEA, digestible amino acids, lignin, dog nutrition.
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Introducao

Para os animais de companbhia, a utilizacdo de valores de aminoacidos digestiveis
nos alimentos ainda ¢ uma pratica pouco explorada pelos fabricantes de alimentos.
Alguns fatores relacionados com as metodologias a serem utilizadas para a avaliacdo
nutricional de alimentos podem interferir nos resultados tais como: periodo de
adaptacdo, periodo de coleta de fezes, idade, condi¢do de exercicios, ragas, forma de
apresentacdo de alimentos (secos ou umidos), possibilidade de uso de diferentes tipos de
indicadores e a diferentes técnicas e equipamentos para as andlises laboratoriais.
Existem, basicamente, dois métodos para a realizagdo de experimentos de
digestibilidade in vivo: o método convencional ou de coleta total e dos indicadores

(ANFALPET, 2007).

Um dos métodos mais convencionais para determinar a digestibilidade de
nutrientes na nutri¢ao de caes € o uso da coleta total de excretas havendo, para tanto, a
necessidade dos animais serem mantidos em gaiolas metabolicas individuais
apropriadas para a coleta total das fezes, sem que haja a contaminacdo por urina

(AAFCO, 2006).

Outro método, dos indicadores, caracteriza-se por utilizar uma substincia
referéncia cuja principal caracteristica é ser inerte no trato digestorio. As caracteristicas
ideais dos indicadores s3o descritas por HARMON (2007) como ndo absorviveis, nao
devem afetar ou serem afetados pelo trato gastrointestinal ou seus micro-organismos,
devem estar fisicamente associados ou intimamente associados com o material a ser
marcado, a analise ou leitura dos indicadores deve ser especifica, sensitiva e ndo

interferir nas outras analises.

O mais comum dos indicadores utilizado na pesquisa de nutrigdo em animais de
companhia ¢ o 6xido cromico (Cr,O3). Este método ¢ utilizado quando se torna dificil a
mensuracao da ingestdo ou a coleta total das fezes e ¢ mais adequado e confortavel para
os animais (ZEOULA et al., 1992). Porém, este indicador foi pouco testado em animais
domésticos, mas mostrou que a taxa de recuperagdo desta substancia ¢ adequada

(VASCONCELOS, 2004).

Na tentativa de aprimorar esta técnica de avaliagdo de alimentos utilizando

indicadores nas dietas, foi desenvolvida uma substancia denominada LIPE®, que ¢ uma
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lignina modificada de eucalipto. Pesquisadores (MORAIS et al., 1991 e 1994;
PILOVELOSO et al., 1993) conseguiram extrair e caracterizar estruturalmente a lignina
a partir de uma variedade de eucalipto (Eucalyptus grandis). Mais tarde, SALIBA et al.
(1999) concluiram que esta lignina possuia caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
altamente estaveis no trato gastrintestinal dos animais e totalmente recuperada nas
fezes. Assim, surgiu a possibilidade da utilizagdo da LIPE® como indicador para testes

de digestibilidade nos animais.

De forma geral, os conceitos de digestibilidade e disponibilidade para os animais
definem o valor potencial da proteina dos ingredientes e dos alimentos. SIBBALD
(1987) define a diferenga entre os dois termos, citando que a absor¢@o dos nutrientes no
sistema digestorio ¢ pré-requisito para a sua utilizagdo metabdlica, mas ndo indica que
tenha disponibilidade. Entdo a digestibilidade pode ser definida como a medida do
desaparecimento da proteina e dos aminoacidos durante a passagem pelo sistema
digestorio, enquanto a disponibilidade ¢ definida como a por¢do de aminoacido da dieta

que foi digerida, absorvida e utilizada para a sintese de proteina.

Existem vérias técnicas de leitura de aminodcidos. O uso da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (HPLC), um método cromatografico que consiste
em um sistema dinamico de separacdo de compostos por dois meios: uma fase
estacionaria formada por particulas so6lidas ou liquidas e uma fase mével que pode ser
gasosa ou liquida, com a funcdo de transportar as moléculas componentes da amostra
através do sistema cromatografico (BERNARDI et al, 2003). Outra alternativa ¢ a
utilizagdo do NIR (Near Infrared Reflectance) espectrometro de alta precisdo que efetua
andlises de alimentos e outras amostras organicas (e algumas inorganicas) por meio do
principio de emissio de radiagdo eletromagnética. E uma integracio da espectroscopia,
estatistica e computagdo de dados. Finalmente, o IDEA® — Immobilized Digestive
Enzyme Assay, que quantifica os valores de proteina e aminoacidos digestiveis nos
ingredientes das ragdes. E uma técnica que utiliza um pool multi-enzimatico que mede

os grupos a-amino liberados durante a hidroélise da proteina e peptideos.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar a digestibilidade de
aminoacidos em quatro fontes proteicas utilizadas na alimentagdao de caes (farinha de
visceras de aves, farinha de carne e ossos, farelo de gliten de milho 60% e farelo de

soja) utilizando as metodologias de determinacdo de digestibilidade coleta total de
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excretas e, como indicador a lignina modificada de eucalipto (LIPE®) e oxido cromico.
Sendo que as amostras de fezes e as dietas foram analisadas por diferentes técnicas de

leitura de aminoacidos: HPLC, NIR e IDEA®.

Material e métodos

O presente trabalho foi realizado na Universidade Federal do Parana, no Campus
de Ciéncias Agrarias, no Laboratorio de Estudos de Nutricdo Canina do Departamento
de Zootecnia (LENUCAN) em Curitiba, Estado do Parand, durante o periodo de

setembro a novembro de 2007.

Foram utilizados doze cées adultos, machos e fémeas, com idade entre 4 anos, da
raca Beagle, com peso médio de 13,39 kg (= 1,73), previamente vacinados,
desverminados e submetidos ao exame clinico, hematologico e coproparasitologico.
Estes animais foram alojados individualmente em gaiolas metabdlicas medindo 1,00 m
x 0,80 m, instaladas em uma sala sem climatiza¢do, com ventilagdo natural. Todos os

animais estavam habituados com a rotina das gaiolas metabdlicas.

As cinco dietas foram elaboradas em extrusora nono fuso, na empresa Nutriara Alimentos
Ltda, na cidade de Arapongas/Pr, sendo uma dieta referéncia (DR) balanceada de acordo com as
exigéncias nutricionais de cées adultos conforme indicagdes da Association of American Feed
Controls Official - AAFCO (2006) e outras quatro dietas testes, nas quais a farinha de visceras
de aves, farinha de carne e ossos bovina, farelo de gluten de milho 60% e o farelo de soja 45%
foram incorporados as dietas testes, substituindo aproximadamente 30% da matéria seca das
matérias-primas de origem animal e vegetal da dieta referéncia conforme MATERSON et al
(1965). Para evitar erros na formulagdo de vitaminas e minerais, foi mantido, portanto, um

nucleo fixo em todas as dietas, composto por minerais, vitaminas e aditivos.
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Tabela 1 — Composicdo bromatoldgica' e quimica dos ingredientes proteicos utilizados nos
alimentos para caes.

*

Ingredientes MS PB EE MN FB Ca P EB
Farinha de carne 94,53 47,68 12,74 32,19 - 11,13 5,32 3870,7
Farinha de visceras 95,93 59,92 15,92 15,76 - 5,07 2,32 4921,3
Farelo de gliten de 95,77 64,57 7,21 1,38 1,27 - - 5646,3
milho 60%

Farelo de soja 89,87 45,03 1,68 5,34 5,34 - - 4023,0

TAnalises realizadas no laboratério de analises da Nutriara Alimentos Ltda e Laboratorio de Nutrigio
animal do DZO/UEM. Energia bruta obtida através de bomba calorimétrica (LNA/DZO).

A densidade dos alimentos foi determinada pesando-se uma amostra em um recipiente
com volume conhecido, indicando grau de expansdo e cozimento do alimento acabado em
gramas por litro. A atividade de dgua ou agua livre dos alimentos foi determinada fazendo-se a
leitura das amostras dos alimentos apds o coating por meio de equipamento Aqualab”®. As

caracteristicas fisicas das dietas experimentais estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas das dietas experimentais

Dietas Densidade (g/L) Atividade de agua (w,)
Dieta referéncia (DR) 387,00 0,567
Dieta com farinha de carne (FC) 405,09 0,545
Dieta com farinha de visceras (FV) 402,78 0,598
Dieta com glaten de milho 60% (FG) 423,91 0,534
Dieta com farelo de soja (FS) 378,52 0,522

TAnalises realizadas no laboratorio de Anélises Quimicas da Nutriara Alimentos Ltda, Arapongas/PR

O indicador 6xido cromico (Cr,Os3) sofreu secagem prévia por 12 horas, em
estufa, a temperatura de 105° C e foi incorporado nas dietas no momento da mistura na
dosagem de 0,35%. A LIPE® foi administrada diariamente aos animais através de
capsulas com concentragdo de 100 mg de LIPE®/cépsula/dia/animal, segundo
recomendacdes de SALIBA et al (2003). As céapsulas foram administradas a todos os

animais 24 horas antes das coletas, durante os cinco dias de coletas.
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O fornecimento das dietas foi dividido em duas etapas. A primeira etapa, com duragdo de
10 dias, correspondeu ao fornecimento da dieta referéncia aos doze animais. A segunda
corresponde ao fornecimento das dietas testes, sendo que os animais foram distribuidos em
delineamento de triplo quadrado latino (quatro dietas testes versus quatro periodos e trés
animais recebendo cada dieta por periodo). Cada periodo experimental foi constituido de 10
dias, sendo cinco para adaptagdo as dietas e cinco dias de coleta total de fezes e urina,
perfazendo um total de 50 dias experimentais. Nos periodos de adaptacdo os animais foram
mantidos trés dias em baias coletivas com acesso a area de exercicio, € nos dois ultimos dias do

periodo adaptagdo eram colocados nas gaiolas para o periodo de coletas.

As dietas experimentais foram fornecidas aos animais durante todo o periodo de
adaptacdo e colheita, duas vezes ao dia (7h30min e 17h30min), sendo as sobras
quantificadas imediatamente antes da proxima refeicdo. As quantidades fornecidas
foram estimadas segundo a equagdo do NATIONAL RESEARCH COUNCIL (NRC,

2006) para necessidades energéticas diarias (NEM) para caes em canil.
NEM (kcal/dia) = 130 x Peso vivo™"

O volume das dietas disponibilizado por animal por dia foi calculado

considerando a densidade energética (EM) das dietas de 3500 kcal/kg.

Durante o periodo de coleta, as fezes e urina de cada cao foram recolhidas, no minimo,
duas vezes ao dia apos as refei¢des, tomando-se o cuidado de ndo deixar sobras nas gaiolas e
nos baldes coletores de urina. Todo o material das fezes e urina foi congelado apds a pesagem.
Para a colheita da urina foram utilizados baldes plasticos contendo 1,0 ml de acido sulfurico
(1,0 Eq), adaptados ao fundo da bandeja coletora da gaiola metabdlica. Ao final de cada periodo
toda a urina recolhida de cada cdo foi homogeneizada, os volumes anotados e uma aliquota de
10% separada e congelada para as futuras anélises laboratoriais. Da mesma forma, as fezes
foram homogeneizadas, pesadas e armazenadas a temperatura de -10° C. Ao final do
experimento todas as fezes foram descongeladas, pesadas novamente, desidratadas em estufa de
ventilagdo forgada (65° C) por 72 horas e uma amostra foi moida em peneira de malha 1,0 mm.

Estas amostras foram enviadas para os laboratorios para a realizagdo das analises laboratoriais.

As analises bromatologicas dos ingredientes, dietas, fezes e urina foram realizadas no
Laboratério de Nutrigdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de
Maringd, no Laboratorio de Analises da Nutriara Alimentos Ltda, em Arapongas, Estado do
Parand, em duplicata Matéria Seca (MS), Proteina bruta (PB), Energia bruta (EB), Extrato
etéreo em hidrolise acida (EEHA), Fibra em detergente acido (FDA) e Fibra em detergente
neutro (FDN), Fibra bruta (FB), Matéria mineral (MM), Ca, P e 6xido cromico. A matéria
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organica (MO — dietas e ingredientes) calculada pela formula: 100 — MM% na MS. Extrativos
ndo-nitrogenados (ENN) foi calculado pela formula: 100 — (PB + MM + EEHA + FB + UM). A
energia metabolizavel (EM) foi calculada utilizando-se os valores obtidos em bomba
calorimétrica das fezes e urina dos animais por meio da formula: EM = EB — (EB fezes + EB

urina). A composi¢do bromatoldgica das dietas experimentais encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢io bromatoldgica' das dietas experimentais

Dietas Teste

Nutrientes Relf)elreét;lcia Farinha Fafii:ha dglriET}rllo Farelo de
de carne visceras 60% soja
Proteina Bruta, % 24,32 32,83 31,47 33,46 31,76
Extrato Etéreo, % 10,37 15,43 12,15 13,87 11,81
Matéria Mineral, % 7,64 12,41 9,60 7,08 7,60
Fibra Bruta, % 2,41 2,17 2,52 1,57 2,20
FDN, % 12,18 13,13 13,53 12,42 11,04
FDA, % 4,05 2,67 3,50 2,42 4,24
Calcio (Ca), % 1,70 3,27 2,32 1,75 1,42
Fosforo (P), % 1,10 1,90 1,47 2,08 1,02
Energia Metabolizavel?,
kcal/kg 3562,4 3891,6 3743.,9 4053,9 38722
Extrativos Nao
Nitrogenados, % 54,47 36,70 44,09 43,31 45,85
Matéria Organica, % 92,36 87,59 90,40 92,92 92,40
Umidade, % 8,03 6,70 7,29 5,91 5,64
Matéria Seca, % 93,24 93,82 93,66 95,07 95,36

TAnalises realizadas no Laboratdrio de Analises da Nutriara Alimentos Ltda e Laboratorio de Nutrigdo
Animal DZO/UEM//Maringa-Pr; > A EM foi determinada utilizando-se a energia bruta das excretas;
FDN, fibra detergente neutro; FDA, fibra detergente acido.

O escore fecal foi mensurado sempre pelo mesmo pesquisador, para auxiliar na
avaliacdo da qualidade das fezes utilizando o método subjetivo. Atribuiu-se notas de 1 a 5 no

momento da coleta de fezes, sendo: 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias, mal
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formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3 = fezes macias, formadas e
umidas, que marcam o piso das gaiolas; 4 = fezes bem formadas e consistentes e que nao

aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas (SA FORTES, 2005).

A concentracdo dos aminoacidos dos ingredientes proteicos foi analisada
utilizando-se as trés técnicas propostas NIR, HPLC e IDEA®. As técnicas NIR e IDEA®
apresentaram em seus relatorios os teores de aminodcidos totais e digestiveis. Nao
foram determinados os teores de aminoacidos ndo essenciais para a técnica NIR porque
ndo existia no laboratorio utilizado para estas analises curvas de predi¢do de
aminodcidos digestivel para estes ingredientes proteicos. Com isto, calculou-se os
coeficientes de digestibilidade de cada aminoécido para cada ingrediente proteico para
estes dois métodos. Portanto, ndo se utilizou o fator substitui¢do proposto por Matterson
para a determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos por

estas técnicas.

As amostras para estas analises foram encaminhadas aos laboratorios de analises
da Universidade Federal de Santa Maria/RS — LAMIC do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva ¢ Novus International Inc. em St. Louis, nos Estados Unidos,
respectivamente. Os equipamentos usados para estas analises foram: NIR sistema de
leitura com raio infravermelho marca FOSS® ¢ IDEA® — Immobilized Digestive Enzyme

Assay, metodologia de determinacdo de aminoacidos digestiveis da NOVUS.

As dietas experimentais, os ingredientes proteicos e as fezes dos animais foram
analisadas pela técnica de HPLC/CLAE, pelo laboratorio da empresa Kerry Bioscience,
em Almére, na Holanda. Os dados gerados pelo HPLC de concentragdo de aminoéacidos
serviram de parametro para os calculos realizados quando foram usadas as metodologias
coleta total de fezes e como os indicadores LIPE e 6xido cromico. Para realizar a
técnica de HPLC hidrdlise acida e leitura por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em coluna de troca ionica com reagdo pds-coluna com ortoftaloleido (OPA),

utilizou-se cromatografo de fase liquida JLC-500/V Amino T ac™ Amino Acid Analyzer.

Nos ingredientes, dietas ¢ fezes foram analisados os aminoacidos essenciais:
Valina (VAL), Metionina (MET), Isoleucina (ISO), Leucina (LEU), Treonina (TRE),
Fenilalanina (FEN), Histidina (HIST), Lisina (LIS), Arginina (ARG), e¢ os ndo
essenciais: Aspartato (ASP), Tirosina (TIR), Serina (SER), Glutamina (GLU), Prolina
(PRO), Glicina (GLI), Alanina (ALA) e Cistina (CIS).
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Para a realizag@o dos célculos dos coeficientes de digestibilidade aparente foram
determinados os teores de proteina bruta, matéria seca, energia bruta e de cada um dos
aminoacidos nos ingredientes, nas fezes, na urina e nas dietas experimentais. Os
calculos dos coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos digestiveis, da
proteina bruta, matéria seca e energia metabolizavel foram determinados pelas

formulas:
CDA hutrienten(%) = [(Nutrientei,, - Nutrientec)/Nutrienteing] x 100
CDAnutisgrediente(%) = CDApr + [(CDApr — CDApr)/fator de substitui¢do]
CDAaajye(%) = CDAaapg + [(CDAaapt — CDApr)/fator de substituigao]
Onde:

CDAutrienten = coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes PB, MS e EM das

cinco dietas experimentais;

CDAnutingrediente = coeficiente de digestibilidade aparente do nutriente (PB, MS e EM)

dos quatro ingredientes proteicos avaliados;

CDAaa;y, = coeficiente de digestibilidade aparente dos aminoéacidos nos ingredientes

avaliados;

CDAaapr = coeficiente de digestibilidade aparente dos aminodcidos da dieta referéncia;

CDAaapr = coeficiente de digestibilidade aparente dos aminoacidos da dieta teste.

As analises estatisticas das variaveis estudadas foram realizadas utilizando-se

software estatistico SAS (1996) e o modelo estatistico abaixo descrito.
Yijk =p+ A+ Mj + AMij + Cijk
onde,

Yijx = valor observado das varidveis estudadas, obtidos para o alimento i, utilizando os

diferentes métodos de analise de aminoacidos i;
| = constante geral;

A; = Efeito da matéria-prima i, sendo i = 4, (Farinha de visceras de aves, farinha de

carne e 0ssos, farelo de soja e farelo de gluten de milho);
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M; = Efeito da metodologia de determinacdo de digestibilidade dos aminoacidos j,
sendo j = 3 (uso de coleta total, 6xido cromico ¢ LIPE); quando da avaliacdo das
técnicas mediu-se o efeito da técnica de analise de aminoacidos j, sendo j = 3 (uso de

HPLC, NIR ¢ IDEA).
eijk = erro aleatorio associado a cada observacao.

Para comparacdo das médias foi utilizado o Teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os valores médios de consumo das cinco dietas experimentais, a producdo fecal
mensurada por meio da coleta total de fezes, a producdo fecal estimada pelos

indicadores LIPE e 6xido cromico e o escore fecal estdo expressos na Tabela 4.

O consumo médio diario das dietas experimentais ndo diferiu (p>0,05). A
producdo fecal média dos animais estimada pela LIPE (59,6 g/dia) foi 22,31% superior
que os valores reais para a producdo de MS fecal/dia obtidos via coleta total de fezes
(46,3 g/dia). Este resultado pode ser explicado por possiveis erros nas estimativas de
valores utilizados pela metodologia que utiliza a espectrofotometria como técnica de
mensuracdo. No entanto ndo houve diferenca entre as médias da producdo fecal

estimada pela LIPE (p> 0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 4 permitiram observar que a producio
fecal na matéria natural da dieta com farelo de soja foi maior quando comparadas as

meédias das outras dietas.

Uma maior concentragdo de adgua nas excretas (escore fecal de 3,12) pode ter
causado este volume acentuado em relagdo as outras dietas. Isto também pode ser
justificado pela maior concentragdo de FDA desta dieta (Tabela 2). Maiores
concentragcdes de fibras indigestiveis levam a um maior volume fecal em caes.
BURROWS et al. (1982) e BARDON & FIOTAMONT (1983) verificaram que fontes
de fibra ricas em celulose aumentaram a taxa de passagem no intestino delgado,

diminuindo a digestibilidade dos nutrientes. Além disso, as fragcdes soluveis da fibra
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aumentam a viscosidade intestinal diminuindo a digestdo dos nutrientes (CHOCT &
ANNISON, 1992), proporcionando maior producdo de fezes. Nos resultados verificados
por CLAPPER et al (2001) a dieta com farelo de soja também proporcionou maior
producdo de fezes que as dietas com farinha de visceras. Porém, trabalhando em testes
de digestibilidade com cies, SA FORTES (2005) nio encontrou diferengas na produgdo
fecal (g MS/dia) para dietas com ingredientes proteicos de origem animal (farinha de
carne e farinha de visceras) e vegetal (farelo de gluten e farelo de soja). Os
oligossacarideos presentes nesta fracdo fibrosa do farelo de soja como, estaquiose e
rafinose, sdo os principais responsaveis pelo alto teor de agua nas fezes, pois sdo
altamente fermentaveis no colon. Elas podem alterar a microflora e a fisiologia do colon
com a produc¢do de acidos graxos de cadeia curta ou acidos graxos volateis, assim como,
esvaziamento gastrico e a absor¢do de nutrientes no intestino delgado quando estdo na

porcdo proximal do trato gastrointestinal (BORGES, 2003).

Tabela 4. Média do consumo das dietas, produ¢@o fecal na matéria natural (MN) e na
matéria seca pelos métodos da coleta total (CT), producao fecal estimada pela
LIPE e cromo (Cr) e escore das fezes para as dietas experimentais fornecidas

aos caes
Produgao fecal/animal/dia
Di Consumo Escore
ietas  oMS/dia)  MN MSCT  MSCr MSLIPE  fecal'
(g/dia) (g/dia) (g/dia) (g/dia)

Referéncia  229,2° 126,1° 44,7% 48,3 60,2° 3,89°
Farinhade /s o 120,3° 50,4° 56,3 58,1 4,75
carne
Farinhade /5 o 128,0° 50,3 50,3% 59,9 4,05°
visceras
Gliten de 248 4° 120,0° 41,7° 48.4° 59,8 3,59°
milho
Farelo de a a ab b a d

\ 249.6 166,8 44,1 492 59.8 3,12
soja
Média 243.6 132,2 46,3 50,5 59,6 3,90
CV 10,61 14,02 11,40 10,59 8,67 7,56

Tescore fecal classificado: 1- fezes pastosas e sem forma; 2- fezes macias, mal formadas e que assumem o
formato do recipiente de colheita; 3- fezes macias, formadas e imidas, que marcam o piso das gaiolas; 4-
fezes bem formadas e consistentes e que ndo aderem ao piso; 5- fezes bem formadas, duras e secas.
Médias na coluna diferem pelo Teste de Tukey (p< 0,05).

As dietas com farinhas de carne e visceras apresentaram os maiores volumes

fecais médios no método tradicional de coleta total de fezes. Mas quando se utilizou o
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indicador cromo, a dieta com farinha de visceras foi a que apresentou o maior valor
estimado de producdo fecal em g/dia (p> 0,05). O mesmo ndo aconteceu com as
estimativas de producdo fecal geradas pelo indicador LIPE, cuja andlise ndo diferiu

entre as médias de producdo fecal na MS g/dia. (p> 0,05).

O escore fecal indicou que a pior consisténcia das fezes (3,12) se deu com a
dieta com farelo de soja em virtude da maior umidade encontrada e a dieta com farinha
de visceras apresentou o melhor escore fecal. O escore fecal considerado ideal e
aceitavel varia entre 3,5 e 4, acima disso pode predispor os animais a retencao fecal, o
que prejudica a satide intestinal. A farinha de carne apresentou valor médio muito acima
do indicado como ideal e muito proximo do escore méximo. SA FORTES (2005)
encontrou o valor médio de 4,1 para a dieta com farinha de carne e ossos, sendo
também o maior valor encontrado entre todas as dietas com ingredientes proteicos
testados em seu trabalho. Como a avaliagdo do escore fecal é subjetiva, ou seja, depende
de fatores ndo quantitativos e relacionados a pessoa que o faz, ¢ muito importante que a
mesma pessoa faga sempre a avaliacdo durante a coleta de todas as amostras de fezes,
para desta maneira, usar os mesmos critérios subjetivos. Isto pode justificar as

diferencas entre este trabalho e o apresentado por SA FORTES (2005).

Os resultados obtidos pelo método HPLC para a concentragdo de aminoacidos
essenciais e ndo-essenciais totais dos ingredientes proteicos analisados estdo expressos

na Tabela 5 e 6, respectivamente.

Os valores encontrados na Tabela 6 para a concentragdo de aminoacidos
essenciais no ingrediente farinha de carne e ossos sdo muito semelhantes aqueles
obtidos por JOHNSON et al (1998) e ROSTAGNO et al (2005) porém estes ultimos
autores citados, encontraram maior diferenca apenas para o conteudo de lisina que foi
de 17,67% comparado com o valor deste trabalho. Em funcdo da variabilidade de
farinhas de carne e ossos encontradas no mercado provenientes de diferentes contetidos
de nutrientes das matérias-primas, como ossos ¢ tecido tendinoso, pode-se encontrar

resultados com grande variagdo para a concentracdo de aminoacidos segundo POZZA et

al (2004).

O farelo de gliuten de milho 60% apresentou as maiores concentragdes de
aminoacidos essenciais, seguido pela farinha de visceras, farelo de soja e¢ a farinha de

carne e 0ssos. As concentracdes do total de aminoacidos essenciais do farelo de soja em
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relacdo a farinha de carne e ossos foi 16,5% superior, apesar de ambos ingredientes
normalmente apresentarem teores de proteina bruta similares. Comparados com os
resultados obtidos por ROSTAGNO et al (2005) apesar de serem descritos para suinos,
a farinha de visceras foi o ingrediente que apresentou as menores variagdes de
concentracdo de aminoacidos. O mesmo ocorreu com o farelo de gluten de milho 60%,
que apresentou grandes variagdes nas concentracdes dos aminoacidos treonina e valina,

e o farelo de soja, com grande variacdo na metionina de 44,75%.

Tabela 5. Composicdo aminoacidos essenciais (em % da matéria seca) dos ingredientes
proteicos testados e dieta referéncia

Aminoacidos Ingredientes Dieta
Essenciais FC FV FG FS DR
Arginina 3,76 4,19 2,08 3,37 1,39
Fenilalanina 1,70 2,41 4,18 2,58 1,12
Histidina 0,80 1,20 1,38 1,24 0,52
Isoleucina 1,27 2,25 2,63 2,37 0,84
Leucina 2,91 4,27 10,95 3,78 2,20
Lisina 2,66 3,50 1,01 2,96 0,10
Metionina 0,67 1,12 1,16 0,36 0,35
Treonina 1,61 2,43 2,47 1,91 0,86
Valina 2,04 2,93 3,14 2,30 1,14
Soma Aas. 17,42 24,30 29,00 20,87 8,52

Resultados obtidos pelo método HPLC no Laboratoério da Kerry Bioscience em Almére/Holanda. Aas, —
aminoacidos; FC — farinha de carne e ossos bovina; FV — farinha de visceras de frango; FG — farinha de
gluten de milho 60%; FS — farelo de soja; Aas. aminoacidos essenciais.

Considerando a somatoria de aminoacidos nao-essenciais, da mesma maneira
que os aminoacidos essenciais, o farelo de gliten de milho apresentou os maiores
valores de concentracdo de aminoacidos nao-essenciais, seguidos pela farinha de
visceras, farinha de carne ¢ farelo de soja. Os valores obtidos para os teores de
aminoacidos essenciais € ndo-essenciais na dieta referéncia suprem as necessidades

nutricionais de ces adultos em manutengdo preconizados pelo NRC (2006).

As médias dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) nao diferiram (p>

0,05), para os aminodcidos arginina, histidina e treonina nos trés métodos de
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determinagdo de digestibilidade avaliados. No entanto, para fenilalanina e isoleucina os
CDAs mostraram-se diferentes (p> 0,05). Os CDA da leucina, lisina, metionina e valina
apresentaram interagdo entre os métodos e os ingredientes, sendo os métodos coleta
total de fezes, indicador 6xido cromico e LIPE diferentes (p> 0,05) em cada um dos

ingredientes.

Tabela 6. Composicdo em aminoacidos ndo-essenciais (em % da matéria seca) dos
ingredientes proteicos testados e da dieta referéncia

Aas,. Ingredientes Dieta

FC FV FG FS DR

Aspartato 3,73 4,91 4,12 5,57 1,89
Tirosina 1,04 1,68 2,96 1,52 0,63
Serina 2,00 2,91 3,47 2,48 1,21
Glutamina 6,13 7,96 14,47 8,94 3,76
Prolina 5,27 4,43 6,11 2,47 1,87
Glicina 8,29 6,47 1,85 2,14 1,82
Alanina 4,10 4,09 5,77 2,11 1,56
Cistina 0,28 0,68 0,69 0,45 0,29
Soma Aasp,e 30,84 33,13 39,44 25,68 13,03

Resultados obtidos pelo método HPLC no Laboratério da Kerry Bioscience em Almére/Holanda. Aas,, —
aminoacidos; FC — farinha de carne e ossos bovina; FV — farinha de visceras de frango; FG — farinha de
glaten de milho 60%; FS — farelo de soja

Os resultados dos CDA dos aminoacidos essenciais obtidos utilizando-se a LIPE
para o ingrediente farelo de gluten de milho 60%, mostraram que existem grandes
diferencas, especialmente em relagdo a lisina (50,43%), sendo inferior aos obtidos por

ROSTAGNO et al (2005) que é de 91,7% em aves e 85,9% em suinos.
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Ingredientes Meétodo CDA dos animoécidos essenciais
Arginina  Fenilalanina Histidina Isoleucina Leucina Lisina= Metionina  Treonina Valina'
CT 79,04 81,83 83,82 79,74 80,98"  83,74° 80,34" 87,40 83,09
Farinha de carne Cr 88,26 89,08 90,38 87,70 88,71  89,80" 87,89 91,56 89,53%
LIPE 82,11 88,94 90,45 89,57 86,89  95,98" 87,54 99,64 93,72%
Farinha de CT 87,31 79,10 86,15 79,40 78,82  89,28° 84,14° 89,54 75,73°
visceras Cr 94,92 91,60 95,10 92,50 91,25; 97,82° 94,011 97,86 90,67";
LIPE 89,38 82,96 90,77 85,96 81,80 98,99 89,03" 98,81 91,72°
Farelo de gliten CT 87,72 99,83 92,61 91,83 106,12: 69,83: 100,3(31a 97,05 93,72:;
de milho 60% Cr 90,84 96,98 93,07 91,43 101,16 77,52b 96,89 94,25 81,72
LIPE 79,43 95,50 85,71 83,16 105,17 50,43 95,57* 88,84 86,99°
Farelo de soja CT 99,12 93,31 96,58 89,06 87,48"  102,32°  79,22% 89,30 83,74
Cr 99,01 95,21 97,32 85,18 92,06  99,92° 87,00 92,81 89,56"
LIPE 98,64 90,74 95,40 85,18 82,93 102,60° 71,27 85,38 77,84°

“Interagio entre método e ingrediente sendo, o método diferente dentro de cada ingrediente para cada aminoacido; 'valores obtidos por meio de analises dos
aminoacidos no HPLC. Médias na coluna diferem pelo Teste de Tukey (p< 0,05).






49

Os métodos coleta total e indicador 6xido cromico e LIPE apresentaram CDAs
dos aminoacidos acima de 100% para a leucina no ingrediente farelo de gluten de milho
60%. Este mesmo ingrediente também apresentou valores semelhantes para a metionina
quando avaliados no método coleta total. Os CDAs da lisina para o farelo de soja
determinados pelo método coleta total e LIPE, também apresentaram resultados
semelhantes. A possivel explicacdo pode estar relacionada com as concentragdes destes
aminoacidos nos ingredientes e nas fezes, levando a erros de analises, assim como, as
limitagdes e possibilidades de erros na aplicagdo dos métodos de inclusdo das matérias-

primas nas dietas teste e finalmente, os calculos por extrapolagao.

Outros autores encontraram resultados semelhantes em avaliagdes com outras
espécies animais, como por exemplo, LIKUSKI e DORELL (1978) com valores acima
de 100% para o triptofano, cistina, metionina, lisina, tirosina, histidina e serina, da soja
e cevada. Da mesma forma, BRAGG et al. (1970) encontraram digestibilidades maiores
que 100% para a cistina no farelo de soja, trabalhando com aves modificadas
cirurgicamente. BORGES (1999) também encontrou resultados acima de 100% para
coeficientes de digestibilidade aparente para a ISO em aves quando avaliou diferentes

fontes energéticas.

As médias dos CDAs ndo diferiram (p> 0,05) para os aminoacidos cistina, serina
e tirosina nos trés métodos de determinacdo de digestibilidade (Tabela 9). No entanto,
para os aminodcidos aspartato, glicina, prolina e glutamina as médias dos CDAs
apresentaram-se diferentes entre os métodos coleta total e indicadores. O CDA da
alanina apresentou interagdo entre método e ingrediente, sendo os métodos coleta total,

6xido croémico e LIPE diferentes (p< 0,05) em cada um dos ingredientes.
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Tabela 8 — Coeficientes de digestibilidade aparente médios dos aminoacidos ndo-essenciais das quatro fontes proteicas ¢ nos trés métodos
de determinagio da digestibilidade em caes'

Ingredientes Métodos CDA dos aminoacidos ndo essenciais
Alanina’  Aspartato  Cistina Glicina  Glutamina Prolina Serina  Tirosina

Farinha de carne e CT 80,292 74,42 67,62 79,19 76,31 74,92 79,79 83,88
08508 Cr 88,50 84,56 80,87 88,17 86,14 85,74 87,95 89,68
LIPE 88,30" 83,56 74,39 85,62 81,56 79,13 87,22 94,65
CT 77,86 74,53 80,38 82,35 78,52 85,57 82,14 77,22
Farinha de visceras Cr 87,96 90,08 93,04 93,43 91,20 94,58 93,41 91,57
LIPE 70,10 80,39 86,77 86,76 81,70 89,40 87,40 83,96
Farelo de gliten de CT 101,56:l 88,91 95,72 79,47 101,53 96,02 99,73 108,83
milho 60% Cr 97,78 89,53 94,09 84,82 98,39 95,27 96,84 101,43
LIPE 97,68" 78,60 88,81 66,14 98,49 90,71 95,02 107,15
CT 73,80° 100,23 94,85 71,66 96,80 86,74 93,71 95,23
Farelo de soja Cr 84,21° 98,87 96,11 83,29 97,31 91,74 95,48 95,88
LIPE 64,30° 100,03 92,38 61,34 95,50 81,82 91,17 93,21

“Interagdo entre método e ingrediente sendo, o método diferente dentro de cada ingrediente para cada aminoacido; 'valores obtidos por meio de analises de
aminoacidos no HPLC. Médias na coluna diferem pelo Teste de Tukey (p< 0,05).
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O CDA do aspartato apresentou valores acima de 100% para o ingrediente farelo
de soja, quando estimado pelos métodos coleta total ¢ LIPE. O mesmo ocorreu com o
CDA da glutamina para o farelo de glaten de milho 60% no método coleta total. O
farelo de gluten de milho 60% apresentou CDA acima de 100% para a tirosina em todos
os trés métodos avaliados. Semelhante ao que foi citado para os aminoacidos essenciais,
a possivel explicacdo pode estar relacionada com as concentragdes destes aminoacidos
nos ingredientes e nas fezes, levando a erros de andlises, assim como, as limitacdes e
possibilidades de erros na aplicagdo dos métodos de inclusdo das matérias-primas nas

dietas teste e finalmente, os calculos por extrapolagdo.

As técnicas de analise ou leitura de aminoacidos avaliadas foram comparadas
com as duas diferentes metodologias para determinagdo da digestibilidade de
aminoacidos a coleta total e os indicadores 6xido cromico e LIPE nos ingredientes
proteicos farinha de carne e ossos, farinha de visceras e no farelo de soja (Tabelas 9, 10
e 11). Os resultados obtidos pela técnica HPLC via coleta total foram considerados
como padrdo e referéncia de comparagdo para os valores obtidos para as técnicas NIR e
IDEA. Nao foram obtidos valores de CDA para o farelo de gluten de milho através das
técnicas NIR e IDEA por nao terem curvas de calibragdo no NIR e testes enzimaticos

suficientes para assegurarem resultados precisos.

Através da Tabela 9, onde se avaliou a farinha de carne ¢ ossos, observou-se que
77% dos resultados para os coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos
essenciais estimados por meio da técnica IDEA foram semelhantes a técnica HPLC
pelos métodos coleta total e indicador 6xido cromico. A técnica IDEA ndo apresentou
ser um bom método de leitura para os CDAs dos aminoacidos histidina, metionina,
glutamina e prolina para a fonte proteica farinha de carne e ossos (p< 0,05). O CDA
estimado pelo IDEA para a histidina apresentou diferengas para a técnica HPLC em
todos os métodos. Para os aminoacidos essenciais da farinha de carne a IDEA ndo
demonstrou ser boa técnica quando comparados com a LIPE, pois 50% destes
aminoacidos diferiram dos valores da CT (p< 0,05). Ja para os aas nao-essenciais a
IDEA s6 foi diferente para o aminoacido aspartato quando comparado com o indicador
LIPE. De uma maneira geral o IDEA mostrou que em 76,4% dos resultados para farinha
de carne foi semelhante a técnica de HPLC usando coleta total, sendo este o principal

parametro de analise utilizado nas pesquisas com aminoacidos.
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Tabela 9 — Coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos da farinha de carne
e ossos para caes utilizando IDEA e NIR comparados com HPLC (coleta total, 6xido
cromico e LIPE)

; " " " P T
Técnicas de leitura de aminoacidos

Dietas Aminoacidos ® HPLC
IDEA Coleta total Cromo LIPE

Arginina 87,90 Ns Ns *
Fenilalanina 89,30 Ns Ns Ns

Histidina 79,40 * * *

Isoleucina 86,60 Ns Ns Ns

Leucina 87,60 Ns Ns Ns

Lisina 83,50 Ns Ns *

Metionina 86,00 * Ns Ns

Treonina 83,00 Ns * *

Valina 84,40 Ns Ns *

Alanina 85,20 Ns Ns Ns

Aspartato 69,30 Ns * *

Cistina 64,90 Ns * Ns

Farinha de Glicina. 85,60 Ns Ns Ns
carne e ossos Glutgrnlna 83,60 * Ns Ns
Prolina 84,40 * Ns Ns

Serina 81,20 Ns * Ns

Tirosina 89,90 Ns Ns Ns

NIRS®

Arginina 87,95 * Ns *
Fenilalanina 91,20 * Ns Ns

Histidina 79,22 Ns * *

Isoleucina 88,19 * Ns Ns

Leucina 89,39 * Ns Ns

Lisina 82,13 Ns Ns *

Metionina 85,14 Ns Ns Ns

Treonina 78,83 * * *

Valina 85,21 Ns Ns *

Teste t com p< 0,05; Znao foram obtidos CDA dos aas ndo-essenciais para esta técnica; Ns — diferenga
estatisticamente ndo significativa.

Para a técnica NIR os melhores resultados foram observados quando
comparados com o HPLC usando indicador 6xido de cromo, onde apenas para a
histidina e treonina diferiram quanto aos CDAs (p<0,05). O CDA da treonina para
farinha de carne estimado pelo NIR mostrou resultado muito abaixo do estimado pelo
HPLC na coleta total ¢ com os indicadores 6xido crémico ¢ LIPE. Uma possivel
habilidade do NIR para predizer com precisdo os CDA de aminoicidos em fontes

proteicas de origem animal ¢ citada por QIAO ¢ VAN KEMPEN (2004). Em outro



55

trabalho VAN KEMPEN e BODIN (1998) concluiram que o NIR pode predizer com
88% a 95% a digestibilidade da lisina e 80% a 86% da metionina para a farinha de carne
e ossos e farinha de visceras. No entanto, foi encontrado para o NIR diferenca (p< 0,05)
para os valores de CDAs dos aminoacidos arginina, fenilalanina, isoleucina, leucina e

treonina para a farinha de carne e ossos quando comparados com a coleta total.

As técnicas IDEA e NIR apresentaram resultados de 70,5% para os CDA dos
aminoacidos essenciais e ndo-essenciais e 77,7% para essenciais, respectivamente,
demonstrando serem bons instrumentos para estimar CDA para a farinha de visceras
(Tabela 10) quando comparados com o HPLC usando coleta total, exceto para os
aminoacidos histidina e treonina para ambas as técnicas ¢ lisina aspartato e cistina para

o IDEA.

No entanto, foi evidente a desigualdade dos CDAs gerados pelo IDEA e NIR
para principalmente os aminoacidos essenciais, quando comparados com o método de
indicadores como o 6xido crémico e a LIPE. Para a farinha de visceras os CDAs da
histidina e treonina estimados pelo IDEA e NIR foram diferentes (p< 0,05) em todos os
métodos medidos pelo HPLC. Além destes, os CDAs do aspartato, cistina e lisina
estimados pelo IDEA também nao apresentaram eficiéncia para a farinha de visceras em
nenhum dos métodos mensurados pelo HPLC, pois seus valores mostraram-se muito
abaixo dos valores obtidos pelos outros métodos, com excecao da lisina que foi maior e
diferiram da coleta total (p> 0,05). Entretanto, os valores dos CDAs apresentados para
os aminoacidos arginina, fenilalanina, valina, glicina e prolina por meio do IDEA foram

semelhantes em todos os métodos (coleta total e indicadores) mensurados pelo HPLC.

Utilizando-se o NIR apenas houve diferenca apenas para os CDAs dos
aminodcidos histidina e treonina, mostrando ser possivel utilizar com precisdo esta
técnica para a farinha de visceras para os outros aminoacidos essenciais, quando

comparados com o padrdao HPLC via coleta total.

Para o farelo de soja os valores de CDA dos aminoacidos estimados pelo IDEA
foram altos em relagdo aos obtidos pelos NIR ¢ HPLC (coleta total, 6xido de cromo ¢

LIPE) (Tabela 11).
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Tabela 10 — Coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos da farinha de
visceras para caes utilizando IDEA e NIR comparados com HPLC (coleta total, 6xido
cromico e LIPE)

; " " " P T
Técnicas de leitura de aminoacidos

Dietas Aminoécidos ® HPLC
IDEA Coleta total Cromo LIPE

Arginina 84,20 Ns Ns Ns
Fenilalanina 84,10 Ns Ns Ns

Histidina 71,40 * * *

Isoleucina 78,90 Ns * *

Leucina 80,50 Ns * *

Lisina 71,80 * * *

Metionina 77,70 Ns * *

Treonina 75,10 * * *

Valina 76,80 Ns * *

Alanina 79,90 Ns * Ns

Aspartato 59,30 * * *

Cistina 50,60 * * *

Farinha de Glicina. 81,20 Ns Ns Ns
visceras Glutgrmna 76,60 Ns * Ns
Prolina 78,90 Ns Ns Ns

Serina 74,20 Ns * *

Tirosina 85,50 Ns Ns *

NIR”

Arginina 84,10 Ns Ns Ns
Fenilalanina 83,86 Ns Ns Ns

Histidina 75,57 * * *

Isoleucina 82,02 Ns Ns *

Leucina 82,96 Ns * Ns

Lisina 79,71 Ns * *

Metionina 83,61 Ns Ns Ns

Treonina 75,10 * * *

Valina 79,92 Ns * *

TTeste t com p< 0,05; ? ndo foram obtidos CDA dos aas niio essenciais para esta técnica. Ns — diferenca
estatisticamente nao significativa.

Como consequéncia disto, ndo houve para nenhum dos aminoacidos
similaridade nos resultados para a coleta total, apenas 35,3% ¢ 47,1% dos dados foram
semelhantes para os indicadores Oxido cromico e LIPE, respectivamente. Estes
resultados diferem dos obtidos por SHASTEEN et al (2007), que avaliando a relagdo
entre valores do IDEA e digestibilidade in vivo do farelo de soja em frangos de corte,
concluiram que a curva padrao do IDEA apresenta alta correlacdao (88% a 90%) com os
resultados obtidos in vivo, com valores de CDA para alguns aminodcidos de 89,0% para

lisina, 91,5% para metionina, 86,0% para cistina e 88,2% para treonina. Isto pode ser
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explicado pelo fato do IDEA ser uma técnica desenvolvida para determinar aminoacidos
digestiveis para as espécies suinos e aves e nao para caes, em se tratando do ingrediente

farelo de soja e superestimou os valores dos CDAs de todos os aminoacidos.

Tabela 11 — Coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos do farelo de soja
para caes utilizando IDEA e NIR comparados com HPLC (coleta total, 6xido cromico e
LIPE)

Técnicas de leitura de aminoéacidos'

Dietas Amino4cidos IDEA® HPLC
Coleta total Cromo LIPE

Arginina 95,10 * * *
Fenilalanina 95,90 * * *
Histidina 94,50 * Ns Ns
Isoleucina 95,50 * * Ns
Leucina 94,90 * * *
Lisina 92,40 * Ns Ns
Metionina 95,30 * * *
Treonina 93,10 * Ns Ns
Valina 93,60 * Ns Ns
Alanina 90,60 * Ns Ns
Aspartato 92,44 * * *
Cistina 96,50 * * *
Glicina 94,30 * Ns Ns

Farelo de soja  Glutamina 94,80 * * *
Prolina 96,80 * * *
Serina 96,21 * * *
Tirosina 98,70 * * Ns

NIR”

Arginina 89,07 * Ns *
Fenilalanina 85,78 Ns Ns Ns
Histidina 89,83 * Ns Ns
Isoleucina 86,73 * Ns Ns
Leucina 83,79 Ns Ns Ns
Lisina 87,84 Ns Ns *
Metionina 83,93 Ns Ns Ns
Treonina 82,08 Ns * *
Valina 81,41 Ns * *

"Teste t com p> 0,05; * ndo foram obtidos CDA dos aas ndo essenciais para esta técnica; Ns — diferenca
estatisticamente ndo significativa.

A técnica NIR, apresentou em geral muitos resultados semelhantes
(p>0,05) aos valores gerados pelo HPLC em todos os métodos para os aminoacidos
essenciais do farelo de soja. Isto indica que as curvas de predi¢do para estimar a
digestibilidade do farelo de soja usando o NIR, sdo adequadas para quase todos os

aminoacidos essenciais, exceto a arginina ¢ histidina e isoleucina, quando comparadas
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com o padrio coleta total. Considerando que os outros aminoacidos sdo mais
importantes para o desenvolvimento dos cdes e que o farelo de soja ¢ rico nestes
aminodacidos, esta técnica poderia ser utilizada para este ingrediente na determinacgao de
aminoacidos digestiveis para cdes. Da mesma forma que o IDEA, as equagdes de
calibracdo do NIR estdo baseados em resultados para suinos e aves porém os resultados
obtidos neste trabalho indica uma melhor eficiéncia para o farelo de soja usando esta

técnica.

As concentragdes dos aminoéacidos essenciais e ndo-essenciais digestiveis na
matéria seca dos ingredientes proteicos estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13,
estimadas pelas diferentes metodologias (coleta total de fezes, indicadores oOxido
cromico e LIPE) e técnicas de analises de aminoacidos HPLC, NIR e IDEA. Cabe
ressaltar que as perdas endogenas de nitrogénio e aminoacidos oriundos de secregdo
enzimaticas, descamagdes do epitélio, mucina, entre outros fatores podem ter
influenciado nos resultados de concentragdo de aminoacidos digestiveis dos

ingredientes proteicos estudados.

O valor da concentracdo de metionina para o farelo de soja mostrou-se muito
abaixo em todas as técnicas ¢ métodos, quando comparado ao valor obtido por
ROSTAGNO et al. (2005) para este ingrediente em aves e suinos que foi de 0,58%. Da
mesma maneira, a concentracdo de lisina para o farelo de glaten de milho 60% ficou 66
% abaixo dos valores obtidos pelos mesmos autores. Diferencas significativas também
ocorreram nos valores de concentragao para a lisina e treonina da farinha de carne com
22.3% a 22,7 % maiores do que os obtidos por ROSTAGNO et al. (2005),

respectivamente.
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Tabela 12 — Concentragdo de aminoacidos essenciais digestiveis nos ingredientes proteicos utilizados na alimentagdo de cdes determinada

por meio de diferentes metodologias e técnicas de leitura de aminoacidos.

Ingredientes proteicos

Farinha de carne e 0ssos

Farinha de visceras

Farelo de soja

Glaten de milho

A HPLC HPLC HPLC HPLC
CT Cr LIPE IDEA - NIR CT Cr LIPE IDEA NIR CT Cr LIPE IDEA NIR CT Cr LIPE
Arg 297 332 3,09 331 331 3,66 398 3,75 3,53 3,52 334 334 332 320 3,00 1,82 1,89 1,65
Fen 139 1,51 1,51 1,52 1,55 191 221 2,00 2,03 2,02 241 246 234 247 221 417 4,05 3,99
His 0,67 0,72 0,72 064 063 1,03 1,14 1,09 08 091 120 1,21 1,18 1,17 1,11 1,28 1,28 1,18
Isso 1,01 1,11 1,14 1,10 1,12 1,79 2,08 193 1,78 1,85 2,11 2,02 2,02 226 2,06 242 240 2,19
Lew 236 2,58 253 255 260 337 39 349 344 354 331 348 3,13 3,59 3,17 11,62 11,08 11,52
Lis 223 239 255 222 2,18 3,12 342 346 251 2,79 3,03 29 304 274 260 071 0,78 0,51
Met 0,54 0,59 05 058 057 094 1,05 1,00 0,87 094 029 031 026 034 030 1,06 1,12 1,11
Treo 141 147 1,60 1,34 1,27 2,18 2,38 240 1,82 1,85 1,71 1,77 1,63 1,78 1,51 2,40 233 2,19
val 1,70 1,83 191 1,72 1,74 222 266 239 225 2,34 2,00 2,06 1,79 215 1,87 297 292 273
Soma 14,2 15,5 156 149 149 20,2 228 21,5 19,0 19,7 194 19,6 18,7 19,7 17,8 286 279 27,1

Aa.y aminodcidos essenciais digestiveis; Aasjy,g aminoacidos limitantes digestiveis (met + tre + lis); HPLC High performance liquid chromatography; IDEA
Immobilized Digestive Enzyme Assay; NIR Near Infrared; CT coleta total; Cr cromo; LIPE lignina de eucalipto modificada.
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Tabela 13 — Concentracdo de aminoacidos nao-essenciais digestiveis nos ingredientes proteicos utilizados na alimentacdo de cies
determinada através de diferentes metodologias e técnicas de leitura de aminoacidos.

Ingredientes proteicos

Aa, Farinha de carne e ossos Farinha de visceras Farelo de soja Gluten de milho
HPLC HPLC HPLC HPLC

CT Cr LIPE IDEA CT Cr LIPE IDEA CT Cr LIPE IDEA CT Cr LIPE
Asp 2,78 336 3,12 2,58 4,37 440 395 2,91 4,11 551 5,59 5,15 3,66 3,69 324
Cis 0,23 0,26 0,21 0,18 0,65 0,64 0,59 0,34 043 043 042 0,43 0,66 0,65 042
Gli 6,83 7,75 7,10 6,93 6,83 549 5,61 5,25 1,53 1,78 1,31 2,02 1,47 1,57 1,22
Glu 481 559 5,00 5,12 8,08 7,83 6,50 6,10 8,65 8,70 8,54 8,48 14,69 14,24 1425
Pro 4,51 498 4,17 4,45 425 422 396 3,50 2,14 227 2,02 2,39 587 582 554
Ser 1,64 1,87 1,74 1,62 290 2,82 2,54 2,16 2,32 237 2,26 2,39 346 3,36 3,30
Tir 0,80 0,95 098 0,93 1,83 1,70 1,41 1,44 1,45 146 1,42 1,50 322 3,00 3,17
Soma 21,6 24,76 22,32 21,81 2891 27,1 24,56 21,7 20,63 22,52 21,56 22,36 33,03 32,33 31,14
Total' 35,88 40,28 37,96 36,79 49,13 49,92 46,07 40,79 40,03 42,13 40,27 42,06 61,58 60,18 58,21

Aa,.q aminoacidos nio-essenciais digestiveis; "'Somatéria de todos os aminoacidos digestiveis; HPLC High Performance Liquid Chromatography; IDEA Immobilized
Digestive Enzyme Assay; CT coleta total; Cr cromo; LIPE lignina de eucalipto modificada.
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Conclusoes

Pelos resultados obtidos a LIPE como indicador mostrou ser um método eficaz
para a determinacdo de coeficientes de digestibilidade de aminoacidos essenciais para
farinha de visceras, mas, ineficiente para valina na farinha de carne, lisina no farelo de

gluten de milho e leucina e alanina no farelo de soja.

O IDEA mostrou ser uma técnica que pode ser utilizada para estimar os valores
de varios aminoacidos digestiveis com excecdo da histidina, metionina glutamina e
prolina para a farinha de carne e ossos e histidina, aspartato, lisina, treonina e cistina
para a farinha de visceras. Enquanto o farelo de soja ndo pode ser aplicado para nenhum

dos aminoacidos.

Para os aminoacidos histidina, lisina metionina e valina da farinha de carne e
ossos 0 NIR pode ser utilizado para caes. Nao mostrou acuracia para os aminoacdios
histidina e treonina na farinha de visceras e arginina, histidina e isoleucina no farelo de

soja.

As metodologias utilizadas para leitura de aminoacidos NIR e IDEA, e para
determinagdo da digestibilidade LIPE, considerando as excegdes citadas, podem ser
utilizadas pela industria de pet food para determinagdo de aminodcidos digestiveis
diminuindo o tempo e os custos com infraestrutura e animais experimentais. Porém
mais estudos devem ser realizados para aumentar a variabilidade dos dados destas duas

técnicas de andlise e método de determinacdo da digestibilidade.
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