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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

O Brasil vem cada vez mais ganhando destaque com relacao a producdo de carne
bovina, sendo atualmente detentor de um dos maiores rebanhos mundiais, além de
apresentar posi¢cao importante no ranking de exportagdo de carne (EMBRAPA, 2021;
ABIEC, 2021). O aumento de produtividade apresenta intima correlagdo com
investimentos no setor, através da implementagdo de tecnologias permitindo evolucao
produtiva, principalmente no final da cadeia, nos atuais sistemas intensificados de
terminagdo, através do uso do confinamento, busca atender as demandas nutricionais dos
animais, permitindo alto ganho de peso, em curtos periodos de tempo (ERICKSON et al.,
2020; NUNES et al., 2018).

O sistema de confinamento apresenta como caracteristica o uso de grandes
propor¢des de carboidratos nas Ragdes de Mistura Total (TMRs), correlacionado
principalmente ao uso em larga escala de amido, através principalmente do fornecimento
de graos cereais. O amido permite uma maior producao energética metabolica, através do
processo fermentativo microbioldgico, com tudo, este elemento apresenta elevado custo
para utilizacdo, sendo comumente aplicadas estratégias a fim de melhorar seu
aproveitamento e utilizagao pelos animais (FORNAZARI NETO et al., 2021).

O amido dever apresentar alta digestibilidade principalmente no ambiente
ruminal, permitindo a produ¢ao de 4cidos graxos volateis que sdo convertidos em energia
organicas pelos ruminantes. A fim de permitir uma maior degrada¢cdo do amido advindo
de graos cereais, principalmente pelos microrganismos presentes no rumen bovino,
estratégias de processamento que visdo o fracionamento das cadeias molecular do amido
vem sendo constantemente aplicadas e estudas pelo meio cientifico (WANG et al., 2021;
JUNG et al., 2018; MOURAO et al., 2012).

A fra¢do do amido que passa pelo trato digestivo dos bovinos sem ser totalmente
utilizada e em sequéncia é excretado através das fezes, recebe o nome de Amido
Resistente. A forma de acompanhamento da efetividade do processamento dos graos
cereais, a fim de avaliar a eficiéncia de uso do amido pelos bovinos ¢ a analise de amido
fecal. A andlise visa mensurar a propor¢do de amido resistente ndo degradado durante
transito do bolo alimentar no trato gastrointestinal dos bovinos. (ARTAVIA et al., 2020).

Elevadas concentragdes de amido nas fezes, indicam menor capacidade de
utilizacao deste elemento pelos bovinos, expondo a reduzida eficiéncia no fracionamento
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das moléculas de amido, que teria a fungdo de elevar o aproveitamento do amido pela
acdo dos microrganismos comensais das cAmaras fermentativas pré gastricas e intestinos.
Com tudo, permaneciam duvidas sobre as melhores formas de acompanhar a coleta e
acondicionamento de amostras de fezes, para avaliacdo laboratorial de amido
remanescente nas fezes, em ambiente de campo (JANCEWICZ et al., 2017; OWENS et
al., 2016).

A coleta de amostras de fezes para analise de amido n3o apresentava uma
definicdo conclusiva sobre os melhores horarios de coleta das amostras fecais, sendo que
ndo se sabia ao certo se existiam horarios especificos para a realizagdo da amostragem. A
possibilidade de existéncia de diferencas na eliminacdo do amido em diferentes horarios
do dia, relacionados principalmente ao transito do bolo alimentar no trato digestivo dos
animais, poderia ser uma realidade (FREDIN et al., 2014).

A conduta de armazenamento mais recomendada e aplicada nas amostras ¢ o
congelamento, que visa a redu¢ao do metabolismo microbiano da flora presente nas fezes
dos animais, que poderiam decompor o amido remanescente. Com tudo, por questdes
logisticas, muitas amostras podem nao ser adequadamente preservadas até achegada em
laboratdrios de andlise, indicando resultados pouco confiaveis correlacionado a erros pré-
analiticos das amostras (METZLER-ZEBELI et al., 2016; PEREZ-BURILLO et al.,
2021).

Ocorre na comunidade cientifica duvidas sobre os horarios de coleta para a
realizacdo da amostragem, podendo levar a erros analiticos dos resultados do
processamento de definicdo do amido fecal de bovinos. Outra questdo importante tem
correlagdo com a dificuldade de armazenamento e conservagdo da amostra, que iniciara
no confinamento e se estendera até a chegada ao laboratério, em que muitas vezes, pela
longas distancias e dificuldade de escoamento do material, podem gerar perda na
qualidade de conservacao e consequentemente interferir nos resultados ao fim da analise
laboratorial. Diante desse cendrio, busca-se respostas para nortearem a amostragem

segura e confidvel na avaliacdo do amido fecal, viabilizando procedimentos praticos.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DIGESTAO DO AMIDO

Além de ser a maior fonte de reserva vegetal, o amido ganha destaque na nutrigdo

animal, por apresentar-se como excelente fonte de energia e de rapida metabolizacdo
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devido a sua alta solubilidade da amilose. Proporcionalmente, o amido apresenta destaque
por acumular quantitativamente de 50 a 100% dos carboidratos (CHO), de parte
consideravel dos alimentos fornecidos a bovinos (FORNAZARI NETO et al., 2021;
MEDEIROS et al., 2015). Em avalia¢des quimicas, o amido tem associacao de moléculas
de glicose aderidas a amilopectina e a amilose. A glicose funciona como fonte de energia
prontamente utilizdvel, ao passar pelo processo de quebra das ligagdes, que a associa a
amilopectina e a amolise (HOBSON et al., 1997).

A combinagdo de moléculas de glicose, amilose e amilopectina, permitirdo a
formagdo dos granulos de amido presentes principalmente nos graos cereais. A amilose ¢
a amilopectina se diferenciam principalmente pelas ligacdes moleculares em suas
estruturas, possuindo ligagdes lineares em dupla hélice e ligacdes ramificadas,
respectivamente. De forma simplificada, por apresentar ligagcdes ramificadas de mais facil
quebra, a amilopectina se destaca nutricionalmente sobre a amilose, propiciando maior
facilidade de hidrata¢do, aumentando a viscosidade e tornando mais sensivel a acao
enzimatica (TESTER et al., 2004; FRENCH, 1973). A concentragoes de amilose e
amilopectina nos granulos de amido tem correlagao direta com fatores genéticos das
plantas (BERCHIELLI et al., 2011).

A atividade digestiva do amido ocorre em diferentes seguimentos do trato
digestorio (TD) dos bovinos. O principal sitio de digestdo deste carboidrato € o rimen,
possibilitando a quebra de moléculas de amido em maior escala que os demais
seguimentos do sistema digestorio. O amido que escapa da digestdo ruminal, também ¢
metabolizado no intestino delgado dos ruminantes. Por fim o processo degradativo do
amido finaliza-se no intestino grosso, em que também acontecerd digestdo microbiologica
dos granulos resistentes aos processos digestivos anteriores, em riumen e intestino
delegado (WALDO, 1973; HUNTINGTON et al., 2006; HARSON, 2009).

Em dietas de bovinos em confinamento, a medida que se aumentam as
concentragdes de amido na TMR, gradativamente também se aumenta a capacidade
digestiva nos diferentes seguimentos do TD. O local de digestdo de amido e a capacidade
digestiva dessa molécula apresenta influéncia direta sobre a capacidade de conversdo e
utilizacdo de energia pelos animais. Apesar de tudo, o fornecimento de quantidade
excessiva de amido na dieta de ruminantes pode ndo somente tornar a atividade de
confinamento menos rentavel, como também causar prejuizos a satde ruminal dos
bovinos, possibilitando o desenvolvimento de enfermidades de progndsticos variando de

favoravel a desfavoravel (HUNTINGTON et al., 2006; HUHTANEN et al., 2006).
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O fornecimento de altos niveis de energia, condicionado principalmente pelo
incrementagdes de fracdes volumétricas de amido, levam a maiores desempenhos de
ganho de peso em bovinos confinados, permitindo implementacao produtiva, apesar de
gerar elevados custos para a aplicagdo (FORNAZARINETO et al., 2021). De acordo com
Pinto et al. (2019), confinamentos que apresentam alta inclusdo de amido nas deitas,
podem fornecer de 510 a 650 gramas de graos para cada Kg de matéria seca das TMRs,
sendo a utilizacdo dessas proporgdes correlacionadas a busca por alto ganho de peso
médio diario pelos bovinos confinados.

O amido que passa por processo digestivo, em nivel de rumen e intestinos, ¢
degradado por microrganismo comensais presentes nestes seguimentos do TD. Como
resultado da fermenta¢do ruminal e intestinal de amido, sdo gerados produtos como acidos
graxos de cadeia curta, conhecidos como acidos graxos volateis (AGVs). No ramen,
existe uma larga producdo desses produtos fermentativos, enquanto no intestino sao
produzidas menores quantidades, envolvido pela menor concentragdo de microrganismos
e menores proporcdes de substrato (WANG et al., 2021; JUNG et al., 2018).

Os microrganismos fecais de bovinos apresentam direta correlacdo com a forma
de manejo nutricional imposta aos animais, gerando selecdo microbioldgica quanto as
familias, filos e fungdes digestoras bacterianas. De forma geral, a concentracao de graos
cereais nas dietas, seleciona comunidades de microrganismos especificas que atuam
diretamente sobre a digestdo de amido em diferentes por¢des do trato digestivo dos
bovinos. A concentragdo de graos careais nas dietas alteram, ndo somente as propor¢des
de microrganismos digestores de amido, como também a concentragdo deste elemento
nas fezes, apresentando correlacdo direta com a forma de processamento dos graos

(SHANKS et al., 2011).
2.2. PROCESSAMENTO DE GRAOS

A amilopectina e amilose, geram cristalinidade nos granulos de amido, tornando-
os mais firmes molecularmente. De forma simplificada, a cristalinidade da amilopectina
a torna mais facil de ser rompida, correlacionado a quebra das pontes de hidrogénio, que
fazem parte da estrutura quimica dessa molécula, por apresentar estrutura ramificada. A
amilose possui dificil quebra principalmente por apresentar estrutura de ligagdes lineares,
consequentemente, proporciona menores resultados na quebra das pontes de hidrogénio

moleculares. Como alternativa as dificuldades de degrada¢dao do amido in natura, na
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forma de grdo inteiro, o processamento ¢ utilizado como estratégia principal (VAN
SOEST, 1994).

O processamento de grios cereais apresenta fundamental importincia para
aumentar a eficiéncia de conversdo de alimentos concentrados para bovinos, sendo
destacado como a forma de permitir a intensificagdo sustentavel para a producao de carne.
Variadas técnicas podem ser utilizadas para permitir uma maior exposi¢ao dos nutrientes,
destacadamente o amido, a agdo de microrganismos que compdem a flora ruminal ¢
garantem a digestao (TERRY et al., 2020). A redug@o de dimensdes de particulas e quebra
de moléculas do amido, além da quebra de barreiras externas dos graos possibilitam a

colonizag¢do microbiolodgica e atividade digestora (RIBEIRO et al., 2016).
2.3. AUMENTO DE EFICIENCIA DO USO DE AMIDO

De acordo com Berchielli et al. (2011), os processamentos podem ser classificados
em seco ¢ umido, que sdo diferenciados pela implementacdo de agua, pressiao e
temperatura, no caso dos processamentos imidos. Sao classificados como processamento
seco a moagem fina ou grossa, extrusdo, peletizacdo, tostagem, laminagdo e
micronizacdo. Ja as formas uUmidas sdo representadas pela maceracdo, expansdo,
laminagdo a vapor, floculagdo, cozimento a vapor, explosdo e reconstituicao.

A agdo de processamento envolvendo o aquecimento umido, propicia
gelatinizagdo dos granulos de amido, levando ao aumento de digestibilidade da
amilopectina. Como a amilose apresenta maior comprimento molecular, exige
temperaturas mais elevadas para a dissociagdo de polimeros lineares. Entretanto, a
amilose pode passar por retrogradacdo, ou seja, recristalinizagdo, com o resfriamento dos
granulos de amido, tendendo a ficar menos digestivel em ambiente ruminal (VAN
SOEST, 1994).

No caso dos processamentos secos, quanto mais eficiente o processo de redugao
dos granulos de amido, gerando maiores superficies de contato para a agdo enzimatica e
bacteriana digestivas, melhor ocorrerd o aproveitamento. Nos processos de reducao de
granulos de amido, ocorrera inicialmente a destrui¢ao do pericarpo, expondo o amido aos
efeitos digestivos, além de reduzir a rigidez das matrizes proteinas (MOURAO et al.,
2012).

Destacadamente, ¢ utilizado como grdos cereais como fonte de amido para
nutri¢do animal no Brasil, sorgo e milho, com tudo, os cultivares brasileiros desses cereais
apresentam endosperma vitreo, tornando-o duro e de dificil quebra, além da matriz
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proteica que envolve os granulos de amido, funcionando como um fator de protegado
fisico-quimica (BURIOL et al., 2021; SOUSA et al., 2022). As formas de processamento
de graos permitindo maior aproveitamento do amido pelos bovinos no Brasil, sdo o grao
seco moido, silagens (produzidas com aproveitamento de variadas por¢des da planta) e a
floculagao, sendo as duas primeiras formas as mais aplicadas em territdrio nacional
(FERNANDES et al., 2022).

O processo de moagem apresenta como vantagens a quebra do pericarpo dos
graos, permitindo a exposicao dos granulos de amido de forma a permitir uma maior agao
de microrganismos digestores sobre a particulas, elevando a capacidade de
aproveitamento dos graos, principalmente quando comparado ao uso de grio inteiro. Este
método de processamento apresenta como vantagem o reduzido investimento para
aplicagdo, facilidade de armazenamento e disponibilidade. Com tudo, pesquisas revelam
que processos que envolvam, além da moagem, o aquecimento imido dos granulos de
amido, tornam a digestdo e aproveitamento energético mais eficiente. O processamento
com aquecimento e aumento de umida gera uma maior gelatinizacdo do amido, reduzindo
também a cristalidade dos granulos, permitindo uma melhor digestdo do amido pela
microflora ruminal (HAN et al., 2022; DEY et al., 2021).

A silagem ¢ um dos ingredientes de mais importante nos confinamentos
brasileiros, j4 que permite uma eficiente forma de conservacdo do alimento, além de
influenciar positivamente sobre a digestibilidade do amido advindo das forragens
processadas. O processamento através da ensilagem visa a eficiéncia na quebra dos graos
de amido, permitindo a agdo de microrganismos anaerobicos fermentadores, que levam a
uma reducdo de pH do meio, possibilitando uma redug¢ao a dureza dos granulos de amido,
tornando-o mais digestivel. Apresenta como vantagem a facilidade de armazenamento e

conservagio do alimento (JANCIK et al., 2022).
2.4. EQUACAO DE DIGESTIBILIDADE DE AMIDO

De acordo com Owens et al. (2016), os residuos de amido remanescente nas fezes,
podem favorecer a andlise de digestibilidade total de amido no TD dos bovinos. O calculo
de digestibilidade, através de equagdes, pode contribuir diretamente na definicdo de
estratégias nutricionais, favorecendo o fornecimento de nutrientes de forma qualitativa e
quantitativa. Além disso, possibilitara a visualizacdo da eficiéncia de manejo nutricional
e processamento de ingredientes de uma TMR, colaborando para melhoria da producdo
de bovinos em confinamentos.
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As equacdes utilizadas para predizer a capacidade digestiva de amido em bovinos,
sdo formuladas através da concentragdo de amido na matéria seca fecal. Essas equagdes
apresentam conexao matematica direta aos seguintes fatores: concentracdo de amido na
TMR e capacidade de digestdo da deita pelos bovinos. Apesar de existirem amplos
estudos sobre a aplicabilidade de equagdes, também existem vastos numeros de bases de
calculos sobre a digestibilidade do amido. Este fato apresenta correlacao direta com
fatores como aptiddo animal, categoria animal, fatores genéticos, ingredientes e
digestibilidade da dieta. O uso dessas equagdes permite a definicdo de digestibilidade e
aproveitamento do amido no TD dos bovinos, sem necessariamente utilizar a

concentracdo de amido ingerida na dieta (OWENS et al., 2016).

2.5. AUMENTO DE EFICIENCIA NO USO DE AMIDO

A avaliacdo da utilizacdo do amido através de processo digestivo ocorrido em
regido de rumen e demais porgdes do trato digestério dos bovinos, geram resultados
condizentes com a avaliacdo de eficiéncia do sistema de terminacdo de bovinos em
confinamento (ARTAVIA et al., 2020). Nos confinamentos brasileiros a duas formas de
processamento destacadamente utilizadas para graos cereais (destaque ao milho e sorgo),
sdo a moagem e a ensilagem. A silagem se sobressai como forma mais difundida, sendo
fonte de amido processado, a fim de melhorar a eficiéncia de conversdo do amido pelos
bovinos, através da quebra de pericarpo de graos, garantindo também uma eficaz forma
de armazenamento e conservagao do alimento. A moagem, sendo a segunda metodologia
de processamento mais aplicada, ocorre com variagdes desde a moagem grossa, até a
moagem fina, sendo esta ultima mais utilizada nos confinamentos brasileiros (OLIVEIRA
et al., 2014; PINTO et al., 2019).

As diferentes formas de processamento dos graos, dentro do método de ensilagem
ou mesmo moagem sao influenciados diretamente pela busca cada vez mais constante em
melhoria de produtividades dos confinamentos brasileiros, envolvendo a aplicagdo de
tecnologias mais avancadas de processamento. Nas ensilagens a aplicagdo de
procedimentos que aumentem a exposi¢ao dos granulos de amido, sem alterar a eficiéncia
de fibra fisicamente efetiva ou que permitam a quebra do pericarpo com
manutengdo/aumento de umidade do farelo do milho, permite eficiéncia na degradacao
digestiva ruminal. Na moagem, ocorre a destrui¢ao do pericarpo do grao, levando também

a uma redugdo das particulas de amidos, principalmente na moagem fina, permitindo
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maior a¢io de microrganismos digestores sobre esse elemento (JANCIK et al., 2022;

SILVA et al., 2022).
2.6. AVALIACAO DE AMIDO FECAL

Ap0s a ingestdo, ao chegar ao ambiente ruminal, o amido passa por processo
digestivo por meio da ag¢do de microrganismos. Os principais responsaveis pela
degradacdo de amido no rumen, sdo bactérias amiloliticas, sendo que em menor parcela,
fungos e protozoarios, também auxiliam no processo digestivo (GOMEZ et al., 2016). De
forma menos representativa, a digestdo de amido também pode ocorrer nos bovinos
através da agdo de liberagdo de enzima amilolitica, principalmente através da secrecao
pancreatica (REMILLARD et al., 1990; BELEM et al., 2000). A acdo de amilase salivar,
em ruminantes, apresenta reduzidos estudos e resultados controversos, ndo permitindo
uma afirmac¢ao concreta sobre sua funcao digestiva sobre o amido (OLIVEIRA et al.,
2021b).

A digestibilidade de amido no trato gastrointestinal dos bovinos apresenta
linearidade aproximada com a concentragdo de amido nas fezes, ou seja, toma-se por base
a diferenca de consumo e excre¢ao (FREDIN et al., 2014; ZINN et al., 2007). Acredita-
se que valores de amido residual nas fezes, com limites inferires a 10%, ja sdo aceitaveis
para bovinocultura de corte; com tudo, quanto menor a concentragdo de amido nas fezes,
melhor. A capacidade digestiva de amido pode variar de 90 a 100%, quando sao aplicadas
técnicas adequadas de alimentagdo, sendo que valores baixos de digestibilidade,
confirmam erros, sendo esse evento dependente de alguns fatores. Valores de digestao de
amido inferiores a 90% representam ineficiéncia produtiva, sendo indicativo de falha no
processamento de grdo, reduzida adaptacdo a dieta ou até mesmo falhas no manejo
nutricional (HUNTINGTON et al. 2006).

As analises fecais proporcionam dados importante correlacionados a capacidade
de aproveitamento e, consequentemente, digestdo das TMRs fornecidas aos bovinos. Em
destaque ao amido, s3o informagdes de grande relevancia correlacionado ao valor atual
desse produto nas dietas de bovinos, interferindo diretamente na eficiéncia alimentar dos
animais e rentabilidade da atividade de confinamento de bovinos comerciais

(JANCEWICZ et al., 2017).

2.7. METODOLOGIA DE COLETA E ACONDICIONAMENTO DE AMOSTRAS
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No ambiente de confinamentos comerciais, a metodologia de coleta e
acondicionamento de amostras para analises de amido fecal apresenta grande variacao
dentro da literatura. Nao sdo encontrados padrdes em horarios e frequéncia de coleta para
realizacdo de amostragem de fezes e para o encaminhamento de material para andlise
laboratorial. Além disso, com relagdo ao método de conservacdo de amostras fecais, €
recomendado a utilizacdo do congelamento (DIAS et al., 2008; METZLER-ZEBELI et
al., 2016; PEREZ-BURILLO et al., 2021). O congelamento ¢ uma técnica de dificil
aplicagdo por técnicos e extensionistas, visto a necessidade de tempo e equipamento para
congelamento das amostras.

Apds a defecagdo, microrganismos vindos do trato digestivo dos bovinos,
presentes no bolo fecal, continuam sua atividade metabolica e digestora de nutrientes
residuais das fezes. O amido residual das fezes € utilizado pela flora microbiana fecal,
levando ao um aumento microbioldgico numérico e alteragdes de pH fecal com o decorrer
do tempo, apos defecacdo. A digestdo microbiologica do amido resistente das fezes eleva
a produgdo de acido lactico, permitindo crescimento de microrganismo digestores de
amido e selecionando o crescimento microbiolédgico, dificultando o desenvolvimento de
algumas bactérias patogénicas (METZLER-ZEBELI et al., 2019).

No desenvolvimento de pesquisas envolvendo a coleta e conservacao de amostras
biologicas, destacadamente aplicadas no meio cientifico, apresentam dificeis aplicagdao
de padronizacdo, correlacionadas a fatores como: periodos longos de amostragem (que
geram influéncias diretas sobre as condi¢des de ambiente) e fatores bioldgicos ligados
aos doadores de materiais (animais e microrganismos). A aplicagdo de armazenamento e
transporte eficientes sdo outros fatores que podem impactar diretamente sobre a
viabilidade amostral e seguranga de resultados, ja& que o envio ou transporte até um
laboratdrio de processamento pode levar tempo ou exigir condigdes especificas, de dificil
manuten¢do, como conservacao do material sem oscilagdes de temperatura (POULSEN
etal., 2021).

A aplicagdo de métodos de preservacdo como resfriamento e congelamento ndo
garantem que ndo acontecera reatividade microbiologico quando as amostras sdo expostas
a temperatura favordvel. Em seus estudos, Tian et al. (2021), notaram que
microrganismos fecais em ambiente de anaerobiose apresentam melhores
desenvolvimentos em razao de temperaturas de 15 a 20°C, apresentando altas taxas de
multiplicagdo em decorréncia do uso de componentes nutritivos residuais presentes nas

fezes. BURZ et al. (2019), destaca que microrganismos fecais apresentam viabilidade
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quando armazenados a 4°C por 24 horas ou mesmo congelados, podendo retomar suas

atividades metabolicas e multiplicadoras, quando expostos em ambiente favoravel.
2.7.1. Local de coleta das fezes

Sao destacados problemas de aplicabilidade de mesmas técnicas utilizadas na
pesquisa, para o campo, partindo desde a coleta, até o armazenamento do material. No
campo, dentro dos confinamentos, a obtengdo de material ndo se encaixa nos padroes da
utilizado na pesquisa, que geralmente ocorre pela coleta de fezes diretamente de ampola
retal (AR) do animal. A utiliza¢do da técnica de coleta em AR acarreta dificuldades de
manejo, favorecendo problemas ligados a estresse, riscos a sanidade animal e
predisposicao a traumas nos animais (MOTA et al., 2019).

A técnica de coleta de amostras na ampola retal consiste na retirada do contetido
fecal diretamente da porg¢ao final do trato gastrointestinal dos bovinos, levando a menores
riscos de contaminacdo por microrganismos externos ou material estranho ambiental.
Para a realizagdo do procedimento, o animal deve ser conduzido até um curral de manejo,
contido de forma adequada, devendo ser procedido a palpacao transretal do animal. O
responsavel pela coleta devera recolher o material no interior do intestino sendo realizado
o armazenamento do material logo apds sua retirada. Além de armazenado de forma
adequada, geralmente dentro de potes de transporte de amostras ou saquinhos plasticos
limpos, deve-se realizar a identificagdo da amostra e posterior resfriamento ou
congelamento da mesma (SILVA NETTO, 2007).

E comum a utilizagdo de coleta diretamente da ampola retal para realizagio
amostragem de fezes para andlise laboratorial, sendo bastante descrito na literatura
cientifica. Oliveira et al. (2004), Fernandes et al. (2014), citam a utiliza¢do da técnica de
coleta de fezes em ampola retal, enquanto Evangelista et al. (2021) utilizaram a técnica,
de coletas apds a defecacdo. Oliveira et al. (2021a), Possamai et al. (2021), Santos et al.
(2021) e Buonaiuto et al. (2021), citam a utilizacdo de técnica de coleta das fezes
diretamente da ampola retal. Os autores descrevem a realizacao de contencao dos animais,
utilizagdo de luvas estéreis para a realizagdo da coleta, além de armazenamento adequado
do material coletado.

Outra informagdo que apresenta variagdo ¢ o numero amostral por lotes de
animais, ou seja, quantas amostras devem ser coletadas para um levantamento eficiente.
Michelotti et al. (2021), Buonaiuto et al. (2021) ¢ Hagey et al. (2019) relataram a coleta
de 15 amostras, por lote de animais, para a formacdo de uma amostra composta que
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representasse a realidade do grupo. Ran et al. (2020), Adeyemi et al. (2020) e Senaratne

et al. (2019), citam o recolhimento de 10 amostras, por lotes de animais.
2.7.2. Horarios de amostragem

Em suas pesquisas, Fredin et al. (2014) definiram que para a avali¢do de amido
fecal de bovinos, ndo sdo consideraveis as varidveis de tempo para coleta amostral. Nao
foram comprovadas altera¢des na excre¢ao de amido pelo periodo de dia da semana, com
tudo, com relacdo ao horario de coleta, ndo foi obtida uma resposta conclusiva quanto a
relacdo de amido fecal. Segundo Leonard et al. (1989), pode haver uma influéncia do
periodo de coleta sobre a concentracdo de amido fecal, sendo este fator dependente do
tipo de processamento da fonte de amido fornecido na dieta. Quanto menores as
particulas do alimento precursor de amido, consequentemente melhor serd o
aproveitamento desse produto e menor a variagdo de concentragdo de amido fecal,
levando a pouca influéncia sobre resultados de experimentos.

O horario de coleta de amostras apresenta grande variagdo na literatura. Muitos
autores, utilizaram como estratégia a amostragem duas vezes ao dia, como apresentado
por Bal et al. (1997), Schwab et al. (2002), Tharangani et al. (2020) e Kotz et al.
(2020).Outros autores, realizaram coletas trés vezes ao dia em seus experimentos, cOmo
Bal et al. (2000a), Bal et al. (2000b), Hao et al. (2020), Petri et al. (2019) e Castillo-Lopez
et al. (2020). Todas as literaturas anteriormente citadas, descrevem a realizacdo de coletas

apos adaptacdo dos animais ao consumo e digestdo das TMRs fornecidas.
2.7.3. Processamento e armazenamento da amostra de fezes

Apds a amostragem, a conservagdo do matérias bioldgicos apresenta grande
importancia para preservar as caracteristicas organicas da amostra, evitando erros pré-
analiticos. Condutas de coleta, armazenamento e envio de materiais fecais, assim como
outros produtos biologicos, realizados de forma ineficiente, geram reduzida
confiabilidade aos resultados das analises laboratoriais. Em especifico, a coleta de fezes
deve ser conduzida de forma cuidadosa, a fim de reduzir a contaminagdo por
microrganismos € elementos incomuns como terra, alimentos, outros tipos de produtos
bioldgicos. J4 a conservagdo até envio ao laboratério, deve ser procedido efetivamente, a

fim de controlar ou limitar, o crescimento e desenvolvimento de microrganismo, que
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podem reduzir ou aumentar, a concentracdo de elementos amostrais, gerando erros
analiticos (CENCl et al., 2011; PARKER et al., 2017).

Para a conservagdo de produtos e amostras bioldgicas destinados a analise
laboratorial, ¢ comumente utilizado o resfriamento ou congelamento. A aplicacdo de
baixas temperaturas ¢ uma forma eficaz de controle microbiologico para a maioria dos
microrganismos, sendo pouco eficiente apenas para espécies psicrofilas, que se
desenvolvem em temperaturas baixas. A temperatura de refrigeradores (0°C e 7°C), reduz
o metabolismo microbiano e a perda de qualidade de amostras que serdo analisadas. Ja o
congelamento, com temperaturas abaixo de -2 °C, pode cessar o crescimento ou mesmo
destruir microrganismos suscetiveis (PARKER et al., 2017).

O processo de retirada da umidade de amostras bioldgicos, através de
desidratacao, ¢ uma estratégia que visa ndo s6 a secagem de moléculas de agua do
material, mas também dos microrganismos presentes. A falta de agua impede o
metabolismo microbiano, podendo leva-los a morte e consequentemente impedindo o
desenvolvimento de novos microrganismos. Quando secas de forma eficiente, sdo
mantidas as caracteristicas organicas dos materiais bioldgicos, neutralizando bactérias,
fungos e protozoarios (PARKER et al., 2017).

Os alcoois sao comumente aplicados em superficies para destruir microrganismos
e, em alguns casos, utilizados para a preservacdo de produtos biologicos (CURY et al.,
2013). No geral, sdo classificados como desinfetantes ¢ antissépticos quimicos, atuando
diretamente sobre proteinas associadas ao metabolismo microbiologico e rompendo
membrana celular. Os alcoois causam a coagulagdo proteica, por isso, na maioria das
vezes, ¢ utilizado na concentracdo de 70%, pois concentracdes altas (por exemplo, na
concentragdo de 100%), geram uma coagulagdo muita rapida de proteinas de membrana,
reduzindo a sua penetracao nas células microbianas, automaticamente levando a perda de
eficiéncia (PARKER et al., 2017).

Dentre as formas de conservacdo para amostras de amido fecal, a mais utilizada
em pesquisa ocorre através do congelamento de amostras de fezes, logo apos a coleta do
material. Os trabalhos desenvolvidos por Dickhoefer et al. (2022), Gallo et al. (2022),
Michelotti et al. (2021), Bandarupalli et al. (2020), Albornoz et al. (2019), Oliveira et al.
(1995), Shanks et al. (2011), Depenbusch et al. (2008), Russell et al. (1981) e Silva et al.
(2012), utilizaram a estratégia de congelamento das amostras para preservagao de suas
caracteristicas fisico-quimicas até a andlise laboratorial, em temperatura de -20°C em

freezer.
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Apesar de ser uma das estratégias mais descrita em documentos cientificos o
congelamento pode apresentar algumas desvantagens, relacionadas principalmente com
as condi¢des encontradas a campo, em regides de grande extensdo territorial. O lento
escoamento e envio de materiais, torna-se uma estratégia pouco interessante, por
favorecer o descongelamento do material, antes da chegada ao laboratorio, predispondo
perdas de qualidade e a erros pré-analiticos (AIRES et al., 2015). O descongelamento do
material pode favorecer o retorno de acdo de gradagdao microbioldgica sobre a amostra,
gerando perda de qualidade e confianga nas analises (WU et al., 2021; GONZALEZ-
DOMINGUEZ et al., 2020; CHAVEZ, 2019; PEREZ et al., 2020; LEHMANN, 2020).

A temperatura e tempo de armazenamento pode influenciar diretamente sobre a
degradagdo de fracdes organicas de amostras fecais, influenciando diretamente nao
apenas as concentragdes de nutrientes residuais nas fezes, como também a multiplicagao
microbioldgica. Contudo, a composicdo microbiana de fezes pode sofrer influéncia
também de erros pré-analiticos e laboratoriais associados a conservagdo de amostras,
quando microrganismos podem encontrar temperatura e ambiente adequados para
ativacdo metabolica, gerando alteragdes significativas em analises de material fecal
(CUNNINGHAM et al., 2020).

De acordo com Holzhausen et al. (2021), muitas vezes as amostras bioldgicas
podem passar por alteragdes quimicas e bioldgicas associadas principalmente a dificil
conservacao do material, garantindo temperatura e tempo adequados, para efetivar o
transporte seguro até laboratorios de processamento. Esse fator tem grande correlagio a
condi¢des de logistica de campo, possuindo correlacdo ndo apenas com condi¢des de
congelamento ou mesmo resfriamento de amostras em tempo hébil, como também a
associacdo com grandes areas geografica levando a longos periodos de transporte que
podem permitir perda de ambiente adequado para garantir condi¢des seguras de evitar
oscilagdes de caracteristicas quimicas e bioldgicas amostrais.

Condigoes de armazenamento sobre temperaturas de conservagao (-80°C, -20°C,
5°C e 22° C) geram grande influéncia sobre condi¢des associadas a microflora fecal,
proporcionando mudancgas taxondmica e funcional dos microrganismos presentes em
fezes. Amostras conservadas pela forma de congelamento, expostas a temperatura de -
80°C ou —20°C, apresentam grande semelhanca entre suas estruturam microbianas,
enquanto amostras apenas resfriadas (5°C e 22°C), apresentam variagdo entre elas ¢ os
meios congelados. Acredita-se que temperaturas de conservacdo abaixo de 0°C

apresentam baixa crescimento microbiano, independente do periodo de conservacao
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aplicado, estando mais proximo do ideal para analise. Com tudo, formas de conservacao
através de resfriamento podem ndo ser tdo eficientes, se forem utilizadas como forma de
preservagdo por periodos acima de 24 horas, permitindo alteracdes de caracteristicas

quimicas e microbioldgicas das fezes (POULSEN et al., 2021).
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CAPITULO 2 — ARTIGO CIENTIFICO

HORARIO DE COLETA E CONSERVACAO DE AMOSTRAS PARA ANALISE
DE AMIDO FECAL EM BOVINOS DE CORTE CONFINADOS

RESUMO

O amido ¢ um dos nutrientes de maior relevancia na dieta de termina¢do de bovinos
confinados. A digestibilidade ¢ forma direta de avalia¢do da eficiéncia de utilizagdo do
amido. Contudo, questionamentos sobre a metodologia de coleta e conservacao das fezes
¢ um limitante na utilizacdo do céalculo de digestibilidade em confinamentos. O objetivo
do presente trabalho ¢ propor uma metodologia segura para coleta e conservacdo de
amostras de fezes, para avaliacao da digestibilidade de amido em dietas de terminacao de
bovinos. No experimento 1 (EXP. 1) foi estudado os horario e/ou intervalo entre coletas.
No experimento 2 (EX. 2) foi avaliado os métodos de conservacao das amostras fecais.
Assim, cinco lotes de bovinos de corte, com genética similares (zebuinos), compostos por
machos ndo castrados, apresentando idade entre 20 a 24 meses, alimentados com mesma
dieta e mesmo manejo alimentar, foram amostrados, realizando-se coletas de fezes, para
posterior andlise de amido fecal. Para o EX. 1, foram procedidas amostragens em
diferentes horarios do dia, sendo realizadas coletas as 8:00, 9:30, 11:00, 13:30, 15:00 ¢
16:30. Para o EX. 2, realizou-se coletas de amostras em dois horarios do dia (10:00 e
15:30), sendo o material amostrado, exposto a cinco métodos de conservagdo
(tratamentos) diferentes, sendo eles: 1 - secagem em estufa (SE); 2 - resfriada em caixa
de isopor isotérmica (RE); 3 — congelada (CO); 4 — seca em Air Fryer (AF); 5 — com
adicao de alcool 70% (AL). A andlises estatisticas foram baseadas no uso do software
SAS version 9.4 (SAS Institute Inc. Cary, NC). Como resultados, no EX. 1, verificou-se-
que ndo ocorreu efeito do horario de coleta (p<0,05), ou seja, as concentragdes de amido
remanescente nas fezes foram semelhantes nos diferentes tempos. No EX. 2, os teores de
amido fecal foram maiores (p<0,05) nos tratamentos AL e AF em relagdo aos tratamentos
CO, SE e RE. Concluiu-se, com o EX. 1, que a amostragem de fezes em qualquer horario
do dia, pode ser realizada para a andlise de amido fecal. No EX. 2, a conservacgdo por
meio de desidratagdo de amostras em Air Fryer ou adi¢do de Alcool 70%, mostraram-se
eficientes alternativa principalmente em condi¢des de coleta a campo. Assim, essa
pesquisa fornece alternativa metodologica segura para a amostragem de fezes para
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avaliagdo da digestibilidade de amido na terminacdo de bovinos de corte em

confinamento.

Palavras chave: amido resistente; amostragem de fezes; digestibilidade de amido;

conservagao de fezes; ruminante.
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ABSTRACT

Starch is one of the most important nutrients in the finishing diet of confined cattle.
Digestibility is a direct way of evaluating the efficiency of starch utilization. However,
questions about the methodology of collection and conservation of feces is a limiting
factor in the use of digestibility calculation in feedlots. The objective of the present work
is to propose a safe methodology for the collection and conservation of feces samples, for
the evaluation of starch digestibility in finishing diets of cattle. In experiment 1 (EXP. 1)
the time and/or interval between collections was studied. In experiment 2 (EX. 2) the
methods of conservation of fecal samples were evaluated. Thus, five batches of beef
cattle, with similar genetics (zebu), composed of non-castrated males, aged between 20
and 24 months, fed with the same diet and the same feeding management, were sampled,
and feces were collected for further analysis of fecal starch. For EX. 1, samplings were
carried out at different times of the day, being collected at 8:00, 9:30, 11:00, 13:30, 15:00
and 16:30. For EX. 2, samples were collected at two times of the day (10:00 and 15:30),
and the sampled material was exposed to five different conservation methods
(treatments), namely: 1 - drying in an oven (SE) ; 2 - cooled in an isothermal styrofoam
box (RE); 3 — frozen (CO); 4 — Dry in Air Fryer (AF); 5 — with the addition of 70%
alcohol (AL). Statistical analyzes were based on the use of SAS version 9.4 software
(SAS Institute Inc. Cary, NC). As a result, in EX. 1, it was verified that there was no
effect of the time of collection (p<0.05), that is, the concentrations of starch remaining in
the feces were similar at different times. In EX. 2, fecal starch contents were higher
(p<0.05) in AL and AF treatments than in CO, SE and RE treatments. It was concluded,
with the EX. 1, that stool sampling at any time of day can be performed for fecal starch
analysis. In EX. 2, conservation by means of dehydration of samples in an Air Fryer or
addition of 70% Alcohol, proved to be an efficient alternative mainly in field collection
conditions. Thus, this research provides a safe methodological alternative for the
sampling of feces for the evaluation of starch digestibility in the finishing of beef cattle
in confinement.

Keywords: resistant starch; stool sampling; starch digestibility; feces conservation;

ruminant.
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INTRODUCAO

O confinamento na terminacao € uma estratégia para abate antecipado de bovinos,
promovendo maior peso de carcaca, abate de animais jovens, melhor qualidade de carne,
maior desfrute de animais, porém, com o custo de produ¢@o mais elevado. De acordo com
FORNAZARI NETO et al. (2021), a maximizagdo da produgdo ¢ possivel pela maior
densidade energética na dieta, quando comparada a engorda a pasto, devido ao alto
fornecimento de ingredientes energéticos, em destaque, fontes de amido.

Diante do cendrio, objetivando maior ganho de eficiéncia, na terminagdao de
bovinos de corte no Brasil, tém sido utilizados aumentos na inclusdo de amido, com
maximizacdo do valor nutricional das dietas. Contudo, a avaliacdo da eficiéncia
econdomica depende, em ultima andlise, da digestibilidade do amido no trato digestivo
(TD), o qual ¢ avaliado pelo amido fecal. A importancia de avaliar o aproveitamento do
amido da dieta estd relacionada aos altos custos nos ingredientes energéticos
(JANCEWICZ et al., 2017).

Informagdes sobre a digestibilidade total do amido no TD dos bovinos em
confinamento, podem auxiliar na tomada de decisdes, proporcionando melhorias na
produtividade, ganho de peso médio diario e eficiéncia alimentar, impactando sobre a
viabilidade do processo de produgcdo. Uma ferramenta que apresenta eficiente
aplicabilidade para obtengdo dessas informagdes ¢ a comparagdo do consumo ¢
capacidade de uso do amido pelos animais em confinamento. A andalise de amido residual
nas fezes, utiliza comparagao linear, entre concentracdo de amido presente na TMR (ragdo
de mistura total) e na eliminagdo fecal de fragdes do amido nao aproveitado — Amido
Residual (FREDIN et al., 2014; ZINN et al., 2007).

Diferentes métodos podem ser aplicados para analise de amido residual nas fezes
de bovinos. Os métodos podem apresentar processos simplificados ou mais complexos,
gerando, maiores ou menores custos para aplicacao, podendo apresentar variagdo, mesmo
que pequena, entre os resultados. Pode-se comparar a concentracdo de amido através de
analises visuais, utilizando, o amido retido em peneiras de fezes (KLJAK et al., 2019).
De acordo com Evangelista et al. (2021), atualmente também sdo aplicadas analises
através de espectroscopia de infravermelho (NIR), que ao medir a dispersdo da luz, que ¢
incidida sobre uma amostra, realiza um comparativo entre a refracdo amostral e dados de
uma curva de calibragdo padrdo, levando a determinagdo aproximada das propriedades

quimicas do material. Hall (2009) destaca que um método de elevada confiabilidade, ¢ a
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mensuracao quimica da concentracdo de amido nas fezes, aplicando-se enzimas,
leveduras e incubacdo in vitro, com uso de padrdes e processos laboratoriais sobre o
material amostral.

Ainda restam muitas diividas com relagdo a frequéncia e os melhores horarios de
coleta, de fezes de bovinos em confinamento para a analise do amido fecal residual.
Dificuldade de conservacdo de amostras congeladas, para envio ao laboratoério,
prejudicam a eficiéncia analitica da avaliagdo de amido fecal, j& que muitos
confinamentos ficam situados em regides de reduzido acesso a transporte rapido para o
material.

O objetivo do presente trabalho ¢ definir uma metodologia segura para coleta e
conservagdo de amostras de fezes, para avaliacao da digestibilidade de amido em dietas
de terminacao de bovinos. Foram estudados o melhor horario e/ou intervalo entre coletas
fecais (Experimento 1) e comparacdo de método de conservagao de amostras de fezes
(Experimento 2), para analise laboratorial quimica de amido fecal. Busca-se viabilizar a
metodologia para ambiente de campo, permitindo avaliar a digestibilidade do amido nas
dietas em confinamentos comerciais de forma confiavel, possibilitando aos nutricionistas,
maior eficiéncia nas formulacdes de dietas, aproveitamento de nutrientes pelos animais e
ganhos econdmicos.

As hipoteses para o experimento 1 sdo:

1 — Seré definido que a realizacdo de uma amostragem, apenas em um periodo do dia
(manha ou tarde) e um horario determinado, proporcionard confianca de coleta para
avaliacOes laboratoriais de amido fecal, de bovinos de corte em confinamento;

2 — Seré necessario a amostragem em dois periodos do dia (manha e tarde), em horarios
determinados, para definicdo de confianca para coleta e avaliagdes laboratoriais de
amido fecal, de bovinos de corte em confinamento;

3 — Nao sera encontrado um padrao de frequéncia e horario que proporcione a coleta
de amostras com confiancga, para avaliacdes laboratoriais de amido fecal, de bovinos

de corte em confinamento.

As hipoteses para o experimento 2 sao:
1 — Serd encontrado um método alternativo, diferente do congelamento, para
conservagao de amostras fezes de bovinos de corte em confinamento, para a avaliagao
laboratorial de amido fecal;

2 — Serao encontrados mais de um método de conservacdo de amostras fezes de
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bovinos de corte em confinamento, que funcione tdo bem quanto o congelamento,
porém, apresente facil aplicacdo a campo;

3 — Nao sera definido um método alternativo, que substitua o congelamento para a
conservagao de amostras de fezes de bovinos de corte em confinamento, com intuito

de realizar a avaliacdo laboratorial de amido fecal.
MATERIAL E METODOS

LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

As coletas de material foram realizadas em um confinamento comercial com
capacidade para 12.000 cabecas estaticas, localizado na cidade de Frutal, estado de Minas
Gerais. O periodo experimental foi entre os dias 20 de dezembro de 2021 a 25 de margo
de 2022. O periodo amostral aconteceu entre os dias 18 e 20 de fevereiro de 2022, com

coleta de fezes e TMR sendo realizado no dia 19 de fevereiro de 2022.
SELECAO DOS ANIMAIS PARA COLHEITA DE AMOSTRAS

Foram selecionadas cinco baias, de um total de 110 currais de confinamento. Na
selecdo das baias foi considerando a mesma linha de trato, a fim de que as baias
experimentais recebessem a mesma batida de ragdo (TMR); ou seja, as baias selecionadas
encontravam-s¢ uma ao lado da outra, recebendo o mesmo tratamento. Selecionou-se
baias com semelhanca entre peso médio, tempo de alimentagdo, consumo (%PV) dos
animais (Tabela 1).

As informag¢des com relacao ao tempo de confinamento, quantidade de animais,
peso médio de entrada, peso médio estimado no dia de coleta de amostras e consumo
estimado de matéria seca alimentar por animal, no dia da coleta, foram apresentados na
Tabela 1, classificados respectivamente de acordo com o niumero das baias que continham

0S animais.
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Tabela 1: Tempo de confinamento, quantidade de animais, peso de entrada dos animais e fornecimento de
dieta/animal.

. Consumo

Baia a;l;rennel:ﬁi)adgo ggzrrlltiﬁz(il: Peso médio de Peso médio estimado da

( dias)‘; (cabegas) entrada (kg)' estimado? dieta (Kg MS

eas /animal/dia)’
1 60 52 356,32 459,07 13,93
2 57 76 466,50 564,90 14,97
3 59 48 418,20 519,50 13,75
4 58 34 383,32 483,17 15,84
5 59 43 353,30 454,60 13,01

!: Peso médio (kg) do lote de animais no dia de entrada no curral de terminagdo..

2: Peso médio estimado pelo Software de gerenciamento do confinamento (kg) do lote de animais no dia da coleta de
amostras..

3: Consumo estimado da dieta em matéria-seca (kg), embasano no fornecimento por cabaga do lote de confinamento.

A Tabela 1 apresenta como informagdo, o niimero da baia coletada, o tempo de
confinamento dos animais, o niimero total de cabegas em cada baia, o peso médio dos animais na
entrada do lote em confinamento, o peso médio estimado do lote de confinamento embasodo no
Software de gerenciamento € o consumo médio estimado de matéria seca (MS) embasado no
fornecimento em Kg por cabeca, usando por base a quantidade de Kg da TMR fornecida ao lote.

Cada baia foi considerada como uma unidade experimental (UE); ou seja, as fezes dos
animais de cada baia foram coletadas e misturadas aleatoriamente, compondo assim, uma Uinica
amostra que representaria o grupo. As comparacgdes entre cada unidade, formaram a base de
contraposicao de resultados. Os animais das cinco baias caracterizavam-se com genética similares

(zebuinos), machos ndo castrados e idade entre 20 a 24 meses.
DIETA E ALIMENTACAO DOS ANIMAIS

Foi seguida a rotina normal do confinamento no dia das coletas de amostras.
Foram realizados quatro (4) fornecimentos da dieta (tratos), de mistura de ragao total
(TMR), sendo eles procedidos as 08:00; 10:00; 13:30; 16:00. A dieta apresentava como
ingredientes: bagago de cana, silagem de milho, farelo de polpa citrica, melago de soja,

milho grdo seco moido, torta de algodao, torta de dendé e Premix (Tabela 2).

Tabela 2: Ingredientes na composi¢ao da dieta (em MS, %) do confinamento no
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periodo experimental.

Ingredientes % MS da dieta total
Bagaco de cana in natura 4,58
Silagem de milho 15,52

Polpa citrica peletizada 9,36
Melago de soja 9,16

Milho em grao seco moido 32,60

Torta de algodao 15,91

Torta de dendé 9,26
Premix 3,62

Total 100

Composi¢do do Premix: 27,39% Ca; 6,43% S; 0,39% Fe; 0,65% Cu; 1,86% Mg; 2,10% Zn; 0,04% Co;
0,04% I 0,02% Se.

As amostragens de TMR ocorreram logo ap6s a distribui¢ao do alimento na linha
de cocho dos animais. Neste espagamento, foram coletadas 10 subamostras (por¢des de
200 g), que foram misturadas e formaram uma amostra composta, com peso aproximado
de 2 Kg. O procedimento foi repetido logo apos a distribuicdo da TMR, nos quatro tratos.
As amostras foram congeladas a -20 °C, imediatamente apos a coleta, para preservagao
das caracteristicas nutricionais da TMR ¢ neutralizagdo da acdao degradativa
microbioldgica, permanecendo em congelamento até chegada ao laboratorio para analise,
20 dias apoOs a amostragem.

As analises quimicas das amostras de TMR foram realizadas no Laboratorio de
Nutri¢gdo Animal da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situado em Lavras - MG.
Ao chegarem no laboratorio, as amostras foram descongeladas e secas em estufa de
ventilagdo forgada de ar, a temperatura de 55 + 5 °C, por periodo de 72 horas. A moagem
foi realizada em moinho de facas tipo Willey, com peneira de 1 mm.

A avaliagao da concentracao de amido das amostras de TMR foram realizadas
através da metodologia apresentada por Hall (2009). As analises de Matéria Seca (MS),
Matéria Mineral (MM) e Fibras em Detergente Neutro (FDN), foram realizadas através
das metodologias apresentadas por Detmann et al. (2021). A andlise de proteina bruta
(PB) foi realizada conforme apresentada por Silva et al. (2005).

As amostras de TMR coletadas foram submetidas a analise de dimensdes de

particulas, sendo a determinagdo realizada através do uso do Penn State Particle Separator
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(PSPS), seguindo a técnica especificada por Kononoff et al. (2003). O célculo de fibras
em detergente neutro fisicamente efetiva (FDNfe) foi obtido através da multiplicagdo da
soma de propor¢do de particulas longas, médias e curtas (particulas > 4 mm) pela FDN

da ragao total, como descrito por Llonch et al. (2020).

Tabela 3: Composi¢ao bromatoldgica da dieta do confinamento no periodo experimental.

Trato 1 2 3 4 )
MEDIA
Horério 08:00 10:00 13:30 16:00
Nutriente

MS (%) 76,31 7746 80,76 78,772 7831
Minerais (% MS) 7,05 6,89 5,77 7,66 6,84
FDN (% MS) 32,92 3229 33,67 32,70 32,89
FDNfe (% MS) 16,02 15,72 16,39 15,92 16,01
Amido (% MS) 16,93 17,07 19,34 16,42 17,44
PB (% MS) 13,07 13,66 13,28 14,62 13,66

EXPERIMENTO 1 - ANALISE DO HORARIO DA COLHEITA

O EX. 1, objetivou avaliar a frequéncia e definicdo do (s) melhor (es) horario (s)
de coleta de amostras, para andlise de amido fecal. Foram realizadas coletas de amostras
de fezes, em 10 bolos fecais, logo ap6s a defecagdo espontianea dos animais, que foram
reunidos, para formar uma amostra composta. As amostragens foram realizadas seis vezes
ao dia, em cada uma das baias, seguindo os seguintes horarios: 8:00; 9:30; 11:00; 13:30;
15:00 e 16:30. Todas as amostras foram coletadas simultaneamente, em cada uma das
baias, levando no maximo 10 minutos para amostragem, sendo padronizado a forma de
coleta para todos os envolvidos. Ao entrar na baia, para a realizagao das amostragens,
naturalmente os animais movimentavam, gerando estimulo de defecacdo, permitindo
sempre a coleta de fezes recém defecadas. Foram priorizadas coletas em regides que nao
haviam sido contaminadas com material estranho (como terra e urina), buscando sempre
a parte central do bolo fecal, sendo coletado apenas conteudo de fezes para amostragem,
evitando erros pré-analiticos de coleta. Em cada bolo fecal foi coletado um volume de 20
gramas, sendo todas as subamostras reunidas e misturadas em pote de plastico estéril,
gerando uma amostra total, da baia, de 200 gramas, ap6s o fim de cada ciclo de

amostragem.
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As amostras de fezes foram coletadas com auxilio de uma colher de sopa e
depositadas em pote plastico transparente, onde foram misturadas, formando uma amostra
representativa do grupo de animais da baia, em cada um dos momentos de coleta. Apos a
amostragem e mistura, foi realizado o acondicionamento das amostras em saco plastico
transparente com fecho, tipo Ziplock, sendo o material entdo submetido a pesagem em
balanga digital, seguido com procedimento de identificacdo da baia, horario de coleta e
peso total da amostra. Para a conservacdo das amostras, foi prosseguido com o
congelamento imediato, a temperatura de -20 °C em freezer, visando a anula¢do de acdo

microbioldgica, sobre o amido remanescente nas fezes.
EXPERIMENTO 2 — ANALISE DOS MEIOS DE PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

Na EX. 2, objetivou a comparacdo entre métodos de conservag¢do, do material
amostral de fezes para avaliacdo de amido fecal, por diferentes metodologias. Os 5
tratamentos foram: Tratamento 1 - secagem em estufa (SE); Tratamento 2 - resfriada em
caixa de isopor isotérmica (RE); Tratamento 3 - congelada (CO); Tratamento 4 - secagem
por convecgao em aparelho tipo air fryer (AF); Tratamento 5 — alcool 70% (AL).

A realizacdo das coletas de amostras foi realizada duas vezes ao dia, em periodos
medianos da manha e da tarde, ou seja, 10:00 e 15:30 horas, respectivamente, realizando
sempre a coleta de amostras de fezes frescas, coletadas imediatamente apos a defecacgao
espontanea dos animais. A metodologia de amostragem seguiu o mesmo padrdo do EX.
1. Apo6s a coleta, as amostras compostas, formada a partir da mistura de 10 subamostras
de 10 gramas, gerando uma amostra total de 100g, foi imediatamente identificada, sendo
submetidas aos diferentes métodos de conservagao (SE, RE, CO, AF e AL)).

No tratamento SE, as amostras foram encaminhadas para o laboratério do
confinamento, iniciando o processamento imediatamente apds a colheita. As amostras
foram depositadas em bandejas de aluminio estéreis, sendo entao colocada em estufa com
ventilagdo forgada de ar, na temperatura de 55 £ 5 °C, permanecendo na estufa por um
periodo de 72 horas. A desidratagdo das amostras foi conferida com a pesagem dos
materiais, em balanca digital, nos tempos 60, 66 e 72 horas apos inicio da secagem. A
definicdo de amostra seca, foi alcancada quando as amostras apresentaram mesmo peso
nos tempos 66 ¢ 72 horas apoés inicio da desidratacdo; ou seja, as amostras foram retiradas
apds a estabilizagao de peso, que foi reduzido gradativamente pela perda de agua do
material. Com a desidratag@o ao ar, na estufa de ventilagdo for¢ada de ar, na temperatura
de 55 £ 5 °C, notou-se peso médio das amostras foi de 24 gramas, sendo perdido em
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média 76 gramas de agua pela desidratagdo. Apds a desidratacdo, as amostras foram
retiradas da estufa e individualmente acondicionadas em sacos pléstico transparente com
fecho, tipo Ziplock, com identificag@o da baia e horario de coleta.

No tratamento RE, ap6s a periodo de amostragem, foi imediatamente realizado o
envase das fezes em garradas plasticas estéreis com tampa de lacre, sendo o material
submetido a resfriado em caixa de isopor isotérmica, com gelo reciclavel, por 24 horas,
sendo mantidas a temperatura de 4 °C. Apos terminado o tempo de resfriamento, as
amostras foram transferidas a para o congelamento, sendo colocadas em freezer, a
temperatura de -20 °C. No tratamento CO, o acondicionamento das amostras foi realizado
com colocacdo do material fecal em sacos plastico transparente com fecho, tipo Ziplock,
mediamente apos a sequéncia de amostragem. Foi seguido o processo de identificagdo,
para entdo as amostras serem expostas ao congelamento em temperatura de freezer a -20
°C. As amostras dos tratamentos 2 e 3 permaneceram congeladas na temperatura de -20
°C até a chegado no laboratorio da UFLA, 20 dias ap6s o periodo amostral.

No tratamento AF, o material foi seco, através de aquecimento por convecgao em
ventilagdo forcada (equipamento conhecido como fritadeira elétrica sem 6leo, tipo “Air
Fryer”), em temperatura de 80 °C, sendo utilizado dois equipamentos. Para a realiza¢do
da secagem, os equipamentos foram regulados para a temperatura de 80°C, iniciado um
ciclo de 10 minutos, com pausa para pesagem do material, sendo em sequéncia, reiniciado
outro ciclo de secagem. O procedimento de aquecimento por 10 minutos e pausa, foi
repetido até total desidratagdo das amostras. A secagem das amostras foi realizada
simultaneamente, expondo as cinco amostras de cada tempo de coleta juntas nos
equipamentos. Foram necessarios oito ciclos de aquecimento, sendo conferindo o peso
das amostras a cada pausa entre ciclos, determinando a desidratagdo das amostras com a
estabilizacdo de peso entre duas pausas para pesagem; ou seja, estabilizagcdo do peso da
amostra. Notou-se que apds os apos a desidratacdo, foi obtido um peso médio de 23
gramas das amostras.

Tratamento AL, ocorreu o armazenamento das fezes em garrafas plasticas
descartaveis estéreis, com tampa de lacre, sendo depositado o conteido fecal
imediatamente ap0s a coleta das amostras. Foi pesado um volume de 50 gramas de alcool
70% e acrescentado junto as fezes no interior das garrafas plasticas. Foi entdo procedido
a identificacao da baia ¢ horario de coleta nas garrafas, sendo sequencialmente realizada
a mistura das fezes com o alcool através de movimento de sacudir para cima e para baixo,

até total homogeneizagdo. As amostras com alcool foram mantidas em temperatura
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ambiente, em local fresco, seco e ao abrigo da luz solar, até chegada ao laboratorio 20

dias apds a amostragem.
PROCESSAMENTO LABORATORIAL PARA AS EXPERIMENTOS 1 E 2

Ao chegar no laboratério, todas as amostras da EX. 1 foram descongeladas em
temperatura ambiente, ao abrigo de luz solar direta, sendo colocadas em bandejas de
alumino estéreis e devidamente identificadas com o niimero da baia e horario de coleta.
As amostras da E. 2, contidas nos tratamentos RE e CO também foram descongeladas em
temperatura ambiente, passado pelo mesmo processo de deposicdo em bandejas de
aluminio e identificacdo. Em sequéncia, os materiais amostrais da EX 1 e dos tratamentos
RE, CO e AL (EX. 2), foram encaminhados para secagem em estufa de ventila¢do forcada
de ar, 55 £ 5 °C, por um periodo de 72 horas. Com todas as amostras de ambos
Experimentos desidratadas e prontas para processamento, foi procedido a moagem de
amostras em moinho de facas tipo Willey, com peneira de Imm. A analise de
concentragdo de amido fecal, ocorreu de acordo com a metodologia apresentada por Hall

(2009).
ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando o software SAS version 9.4 (SAS Institute Inc.
Cary, NC). A normalidade dos residuos sera verificada pelo teste Shapiro- Wilk usando
o comando UNIVARIATE. Informacdes com residuos estudentizados maiores que +3 ou
menores que -3 foram considerados “outliers” e excluidos das analises. A homogeneidade
das variancias foi comparada pelo teste de Levene. Todas as variaveis continuas foram
analisadas pelo método “Restricted maximum likelithood” ANOVA.

Para a analise de variancia, os dados de concentragdao de amido fecal observados,
nos horarios de 8:00; 9:30; 11:00; 13:30; 15:00 e 16:30 horas (analise do momento da
colheita), e Tratamentos SE, RE, CO, AF e AL (analise dos meios de preservagao das
amostras), foram analisados como regressdo polinomial simples utilizando o
procedimento MIXED. Foi considerado o efeito fixo de tempo e o efeito aleatorio de
curral (EX. 1). Foi considerado o efeito fixo de métodos de conservagdo e o efeito
aleatorio de curral (EXP 2). As médias (EXP. 1 e 2) foram comparadas pelo teste Dunnett
ajustado, considerando o valor de concentragdo de amido fecal médio de todos os tempos

(EXP. 1) e o método de conservacio da estuda como referéncia (EXP. 2).
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Adicionalmente, o erro padrdo e o erro padrao relativo a respectiva média obtidas para a
concentragdo de amido fecal em cada coleta no tempo (EXP. 1) e em cada método de
conservagao (experimento 2), foram utilizadas como indice de precisdo, para identificar
0 quanto a concentracao de amido fecal variou ao longo de cada coleta, sendo realizada a

estatistica descritiva dos dados.
RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO 1
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Figura 1: Concentragdo de amido fecal (%MS) nos diferentes horarios de coleta em confinamento comercial
de engorda de bovinos (EXP. 1).

P-valor =0,6077, em que os diferentes tempos foram ajustados a média geral pelo teste de Dunnet (p<0,05);
Erro padrao da média (EPM) = 0,004.

Nao houve efeito do horario de amostragem (p=0,6077; Figura 1), mostrando que
os diferentes momentos de coleta ndo diferiram da média geral (4,25%). Todos os
horéarios de coleta foram estatisticamente confidveis para amostragem, com o intuito de
realizar analises de amido remanescentes nas fezes. Diante desses resultados, define-se
que a coleta de amostras em apenas um horério proporcionou confian¢a de amostragem
para avalia¢des laboratoriais de amido fecal, de bovinos de corte em confinamento.

A afirmagao apresentada a partir dos dados do presente trabalho, de que ndo ocorre

influéncia do momento de amostragem sobre a concentragdo de amido fecal corroboram

Figura 2: Digestibilidade do amido (%) e teor de amido fecal nas fezes nos diferentes horarios de
amostragem em confinamento comercial de engorda de bovinos (experiemento 1).
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com os resultados encontrados por Fredin et al. (2014) e Jancewicz et al. (2016). Fredin
et al. (2014) relatam pouco influéncia de horario sobre a concentracdo de amido fecal,
sendo que a proporc¢ao de amido nas fezes em relagdo ao horario de coleta das amostras
tem baixa relevancia para o resultado final de anédlise. Em seus estudos, Jancewicz et al.
(2016) também afirmaram ndo ocorrer variagdo na eliminagdo de amido em tempos
variados de coleta de amostras fecais, propondo que a amostragem em qualquer ponto do
tempo apresenta potencial de prever a digestibilidade.

Esse fato pode ser confirmado pela andlise de digestibilidade de amido, baseado
através da formula: DA = 99,9 - 0,413 x AF - 0,013 x AF?, apresentada por Zinn et al.
(2007), foram expostos de Figura 2.

A Figura 2 apresenta os valores de digestibilidade de amido fecal, nos diferentes
horérios do dia e nas 5 baias experimentais realizando a conversdo através de formula
matematica apresentada por Zinn et al. (2007), utilizando como base de calculo a
concentra¢do de amido remanescente nas fezes. Foi notado que a digestibilidade de amido
nos seis tempos de coleta, apresentaram homogeneidade de resultados, sendo que a
digestao do amido em todas as amostras encontrou-se entre 96,8 e 98,8 %.

Acredita-se que para obter eficiéncia na utilizacdo de amido, geralmente a
variagdo de digestibilidade deste elemento fique em torno de 90 a 100% (HUNTINGTON
et al., 2006). Nos trabalhos desenvolvidos por Jacovaci et al. (2021), Fornazari Neto et
al. (2021) e Corona et al. (2005) observaram valores médios da digestibilidade total do
amido, que variaram de 95% a 98%. Assim, verifica-se que os resultados de
digestibilidade obtidos no presente trabalho, que apresentou valor médio de 97,99%, esté
de acordo com a literatura.

Segundo Corona et al. (2005), deve ser considerado que muitos fatores intrinsecos
podem influenciar a capacidade de digestdo de amido pelos animais, sendo destacado
principalmente o processamento da fonte fornecedora de amido. O alto aproveitamento
do carboidrato abordado nesta pesquisa pode ser justificado pela eficiéncia no
processamento dos principais ingredientes fonte de amido, sendo representado pelo milho
em grao seco moido e pela silagem de milho.

Erickson et al. (2020) afirma que a exposi¢do do endosperma dos grdos cereais
permite uma maior acdo de microrganismos degradadores de amido, sendo que o
processamento desses produtos favorecera uma maior atividade microbioldgica e
enzimatica sobre os carboidratos, proporcionado seu maior aproveitamento. A partir dos

resultados e referéncias, pode-se afirmar que a condi¢do de processamento e fonte de
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amido gera uma influéncia direta sobre a capacidade de aproveitamento e excrecdo de
amido fecal.

Nao ocorrendo diferenga (p=0,6077) entre os horarios de coleta, foi avaliado a
dispersdao dos valores entre as repeticdes em de cada horario. O objetivo foi avaliar a
existéncia de periodos que possam trazer maior seguranga de coleta de amostras fecais, a
partir de analise descritiva dos dados. Na Figura 3, estdo apresentados a dispersao dos

resultados, considerando as repetigdes em cada horario.

Erro Padrdo da Média (EPM)
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Hor4rios de coleta de Amido Fecal

Figura 3: Erro padrio da média de amido fecal (%MS), nos diferentes horarios de coleta, em confinamento
comercial de engorda de bovinos (experiemento 1).

Os melhores resultados, ou seja, os horarios com menores dispersao da analise
de amido fecal, observados por valores inferiores tanto do erro padrao da média, sdo os
horarios 09:30 e 16:30 hs. Assim, recomenda-se que, na oportunidade de escolha de
horario, para amostragem de amido fecal, seja realizado a coleta as 09:30 ou as 16:30
horas (levando em consideragado, que o primeiro trato foi fornecido por volta das 07:30,
ou seja, coleta aproximadamente 2 horas apds distribui¢do da primeira refei¢do), fato
este que poderia tornar a amostragem menos susceptivel a oscilagdes. O fato de
recomendar coletas nos dois horarios sugeridos, pode ser justificado, pelo
comportamento de consumo de bovinos de corte em confinamento. Em seus estudos,
Jancewicz et al. (2016) notaram padrdo de excrecdo fecal varidvel ao longo de um dia
(24 horas), inferindo que este fato ¢ um reflexo do consumo alimentar, levando a

variacoes de defecacao.
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A rotina de bovinos em confinamento ndo apresenta uma frequéncia de
atividades homogénea, sendo que a realizag¢do de fungdes como comer, ruminar, dormir,
deitar, caminhar, serdo diretamente influenciadas pelo ambiente. Fatores como horario
de manejo e distribui¢dao do alimento, podem impactar sobre a atividade de consumo e
ingestdo dos animais, sendo também importante considerar efeitos ambientais como
dominancia do lote, temperatura e umidades (SCHAKE et al., 1969; BEAUCHEMIN et
al., 1989; BATISTA et al., 2022).

EXPERIMENTO 2

Foram procedidas coletas as 10:00 e 15:00, realizando a andlise de amido fecal
das amostras de forma individual, contudo para a avaliacdo de efeito e efici€ncia dos

métodos de conservagao, foi procedido o calculo de concentragdao de amido fecal nos dois

horarios.
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Figura 4: Concentrag¢ao de amido fecal (%MS) nos diferentes métodos de conservagio, em dois horarios
(10:00 e 15:00 horas), em confinamento comercial de engorda de bovinos (experiemento 2).

P-valor refere-se ao Teste F. Os diferentes métodos de conservacdo foram testados em relagdo ao método
da estufa pelo teste de Dunnet (p<0,05), no qual as letras minusculas diferentes na linha apresentam
diferenc¢a entre os métodos de conservagdo em relagdo ao tratamento estufa. Em adi¢éo, nédo foi verificado
interagdo entre horario ¢ método de conservagdo (p>0,05).
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Houve efeito entre os tratamentos na concentra¢do de amido nas fezes (p<0,05).
Os tratamentos ES, do CO e do RE ndo diferiram entre si (p>0,05), sendo que
apresentaram valores inferiores aos tratamentos AF e AL, os quais foram semelhantes na
concentracao de amido fecal (p>0,05).

Foi notado que as concentragdes de amido nas amostras submetidas ao método
SE, sendo este método visto como referéncia neste estudo, ndo foi observado diferenca
(p>0,05) entre os resultados obtidos nos métodos de conservacio RE e¢ CO. Em
contrapartida, os dois métodos alternativos, compreendidos pela desidratagdo de amostras
pelo Tratamento AF e neutralizagdo microbioldgica com AL apresentaram concentragdes
mais altas de amido fecal (p<0,05), indicando eficiéncia dos métodos alternativos para
conservagao de amostras de amido fecal.

Acredita-se que o processo de congelamento possa nao ter a completa anulagao
de atividade metabdlica dos microrganismos digestores de amido, causando morte de
poucos agentes amiloliticos. Sugere-se que processo de degradagcdo do amido através de
meios enzimaticos microbioldgicos, possam ter reiniciado sobre as amostras no periodo
de descongelamento e secagem na estufa de ventilagao forgada de ar a 55+5 °C.

Choo et al. (2015), pesquisando sobre o sequenciamento da microbiota fecal
humana, envolvendo formas de conservacao do material fecal, relata que o resfriamento
de amostras a 4° C por até 72 horas e o congelamento de amostras fecais ndo geram
variagdo de composi¢do ¢ concentracdo microbioldgicas amostrais.

Hristov et al. (2002) sugerem que o congelamento gera efeitos mais especificos
sobre microrganismos degradadores de carboidratos fibrosos, permitindo a bactérias
amiloliticas mais atividade apos congelamento, quando comparado a microrganismo
presentes em digestas frescas de bovinos. Metzler-Zebeli et al. (2016), estudando fezes
suinas, afirmaram que o congelamento pode gerar efeitos de reducdo na quantidade
populacional microbioldgica, sendo encontradas menores propor¢des de microrganismos
em fezes congeladas, que em fezes frescas.

Daniels et al. (1993), pesquisando sobre o efeito de congelamento sobre a taxa de
concentragdo de Salmonella typhimurium, notou alteragdo na concentragdo do
microrganismo apds descongelamento. De acordo com os autores, apds 24 horas, foi
notada uma queda significativa em numero de salmonelas vidveis, apesar disso, 0
congelamento ndo se torna eficiente na destruicao de todos os microrganismos presentes

na amostra.
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O'Donnell et al. (2021), buscando observar o efeito do congelamento sobre as
fezes equinas, priorizando a andlise de viabilidade de indculos microbianos utilizado para
ensaios de digestibilidade equina in vitro, notaram redu¢do numérica de indculo
microbiano fecais, indicando baixa eficiéncia para ensaios de digestibilidade através de
fezes congeladas, quando comparados a fezes frescas.

Em seu trabalho com analise de indculos ruminais coletados em bovino abatidos,
Spanghero et al. (2019), notaram altera¢do na concentragao microbiologica de conteudo
ruminal apos congelamento, sugerindo que a estratégia pode interferir na preservacio de
alguns microrganismos mais especificos, podendo nao ter efeito sobre outros. A partir
dos argumentos dos autores ¢ sugerido que sdo necessarias pesquisas direcionadas para a
avali¢do do efeito de criopreservacdo sobre espécies especificas de microrganismos
ruminais e fecais de bovinos.

Denek et al. (2010), trabalhando com amostras de fluido ruminal para obtengao
de in6culos microbiologicos para determinacdo da digestibilidade in vitro, notou
altera¢ao na microflora amostral apos congelamento. Chaudhry et al. (2012) relata menor
capacidade de degradagao de Matéria Seca e Proteina Bruta em inoculos ruminais de
amostras congeladas, quando comparado a inoculos frescos, sugerindo que apos o
descongelamento ocorreu reducdo na capacidade de degradacdo alimentar dos
microrganismos ruminais.

Acredita-se que o armazenamento a —20°C leva a redugdo numéricas de alguns
microrganismos associado a destruicdo dos mesmos ou perda de recuperagdo e
consequente metabolismo da flora de conteudo ruminal, contudo em microrganismo
amiloliticos, ndo se aplica essa teoria. Hristov et al. (2002) sugerem que animais que
recebem dietas com altas concentragcdes de grios apresentam maior atividades
proteoliticas no liquido ruminal, associado a desenvolvimento populacional de
populagdes microbianas digestoras de amido e proteina. Em suas pesquisas, apresentaram
como resultados que o congelamento foi favoravel a uma maior atividade proteolitica e
amilolitica liquido ruminal em comparagao com amostras nao congeladas.

Nao foi encontrado neste trabalho, diferenca (p>0,05) entre os resultados obtidos
através de amostras congeladas ou resfriados, acreditando-se que ambas metodologias
foram capazes de reduzir o metabolismo microbiologico, gerando uma redugdo de
degradacao de amido.

Considerado como referéncia nos estudos de nutri¢do, a desidratacao das fezes

por ar forcado a 55+£5°C durante 72 horas (tratamento SE), mostrou que os métodos AF
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e AL apresentaram eficiéncia compativel para interrup¢do do processo de hidrolise do
amido nas fezes. Este fato pode ser justificado pelo fato de os tratamentos AF e AL serem
rapidos na acdo de paraliza¢ao do processo enzimatico microbiologico.

Acredita-se que o alcool 70% adicionado as amostras de fezes de bovinos
promova ao rompimento da parede celular bacteriana, causando anulag¢do de agdo de
microrganismos amiloliticos, possibilitando a preservagdo do amido remanescente nas
fezes, mesmo fora de ambiente resfriado ou congelado. Cury et al. (2013), citam que o
Alcool 70% atua na eliminagdo de microrganismos, realizando morte celular pela
destruicdo da parece celular bacteriana, possibilitando a preservagdo do material
bioldgico.

Nao sdo encontrados documentos cientificos embasados na conservacao de
amostras para analise de amido fecal em qualquer espécie animal. Embasado nesse fato,
estdo citadas referencias correlacionadas ao uso de &lcool para a anulagdo de
multiplicag@o microbioldgica em espécies animais diferentes dos ruminantes.

Hale et al. (2015) desenvolvendo estudos com base na preservacao de amostras
fecais de macacos-aranha em cativeiro para sequenciamento do DNA, utilizaram como
métodos comparagdes entre amostras congeladas e preservadas em dalcool 100%,
observou que a composicao microbiana de amostras congeladas e preservadas em alcool
foram semelhantes a amostras frescas. Também foi definido pelos autores que em casos
de impossibilidade de congelamento de amostras logo ap6s coleta, a adigdo de alcool nas
amostras fecais pode gerar a preservacdo dos produtos bioldgicos para analise
microbiana.

Horng et al. (2018), também trabalhando com a métodos de preservacdo de DNA
de microrganismos presentes em fezes de cdes, obtiveram bons resultados com
comparac¢do entre o uso de amostras frescas e preservadas em alcool 70%. Foi notado
pelos autores que o congelamento de amostras pode ser considerado uma estratégia viavel
para analise bacteriana. Mas foi definido que as amostras em que foi adicionado o alcool
70% apresentaram os melhores resultados que o congelamento a -80 °C, resfriamento a
4° C e preservadas a 25°C, para preservar o DNA bacteriano. O alcool 70% proporcionou
maxima concentragdo de DNA e reduzidas alteragdes na diversidade e composicao
bacteriana, em comparacao aos demais métodos de conservagdo. Também foi destacado
que os resultados obtidos mostram a necessidade de considerar o método de adig¢do de

alcool 70% para otimizagdo de pesquisas microbioldgicas.
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Por sua vez o método de conservacao através da desidratagao de amostras atraveés
de aquecimento por convecg¢do em equipamento tipo Air Fryer, gera uma preservacao
eficiente de amostras por levar ao rompimento da membrana celular e exposi¢do de
conteudo intracelular de microrganismos digestores de amido. Por nao ter sido encontras
pesquisas envolvendo a desidratacdo de amostras fecais através de secagem com
aquecimento por convec¢do em equipamento tipo Air Fryer, foram citadas literaturas que
envolvem a preservacao de produtos biologicos através da dessecagao ou desidratagao.

Tan et al. (2017), trabalhando com estratégias alternativas para a dessecacao de
microrganismos que permitam a conservagdo dos mesmos, tomando por base o processo
de liofilizagdo, utilizou a secagem do material microbioldgico através de processo de
convecgdo pelo ar. Foi concluido pelos autores que a técnica pode ser viavel, contudo,
depende da adicdo de agentes protetores de desidratacdo e uso de temperaturas de
secagem abaixo de 30°C. Este fato pode justificar a eficiéncia do método de preservagao
do amido fecal nas amostras do presente estudo, ja& que ndo foram utilizados agentes
protetores de desidratacdo e a temperatura de exposi¢do do material fecal foi a 80°C.

Para Garcia (2011), a preservacao de microrganismos através de dessecagao pode
ocorrer, desde que realizada de forma lenta e em baixas temperaturas evitando a morte
bacteriana. Contudo, quando microrganismos sdo levados a ciclos de rapido aquecimento,
gerando intensa desidratacdo celular, desencadeando a destruigdio da membrana
fosfolipidica e alteracdo de proteinas de membrana, causando perda de viabilidade
celular.

Em contrapartida, Chitrakar et al. (2019), trabalhando com analises de alimentos,
afirma que a desidratagcdo ndo ¢ suficiente para a destruicao de todos os microrganismos,
podendo ocorrer preservagdo, mesmo com baixa atividade microbiologica, de patogenos
alimentares. Parker et al. (2017), expdem que a falta de 4gua impede o metabolismo
microbiano, e sendo realizada forma eficiente, sdo mantidas caracteristicas organicas de
materiais biologicos, neutralizando bactérias, fungos e protozoarios.

A partir dos resultados obtidos na presente pesquisa, sugere-se que outros meétodos
de preservacao de fezes para analise de amido fecal sejam testados. Verma et al. (2020),
citam que a uma das principais dificuldades em preservagdo de alimentos estd associada
a perda de qualidade do produto alimenticios, sendo considerado que o congelamento
convencional, seguido de descongelamento, levam a uma reativacdo de microrganismos
digestores nos alimentos. Em contrapartida, foi notado nas pesquisas desses autores que

o uso de equipamentos micro-ondas que levam a secagem rapida e de baixo custo de
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amostras de alimento, produzindo a neutralizagdo de microrganismos nos materiais

bioldgicos.
CONCLUSAO

Conclui-se, a partir do presente estudo, que:

EX. 1: a amostragem de fezes pode ser realizada em qualquer horario do dia,
trazendo resultados confidveis para andlise de amido fecal — aceita-se a hipotese 3;

EX. 2: estratégias de conservacdo de amostras, para analise de amido fecal, que
levam a neutralizagdo de microrganismos, através do uso de Alcool 70% e desidratagio
rapida com Air Fryer, sdo metodologias eficientes na preservagdo do material bioldgico,
tornando o transporte amostral mais seguro e sendo mais efetivo que o congelamento,
para conservagao de caracteristicas organicas das fezes — aceita-se a hipotese 2.

Comercialmente, como em ambiente de campo nem sempre se torna aplicavel o
uso de estufa, por gerar periodos de secagem longos e nem sempre ser de facil aquisi¢ao
e transporte, ou mesmo ser de dificil aplicacao de estratégias de conservagdo envolvendo
o resfriamento e congelamento, os métodos de desidratacao de fezes na Air Fryer ou
adi¢do de Alcool 70% nas amostras podem ser indicados para preservagio de amido em

amostras de fezes destinadas a analise de amido fecal.
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