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“O importante é ndo parar de questionar. A curiosidade tem sua prépria razdo de
existéncia. Nao se pode deixar de ficar admirado quando se contempla os mistérios da
eternidade, da vida, da maravilhosa estrutura da realidade. Basta que se busque
compreender um pouco desse mistério a cada dia. Nunca perca a curiosidade... Nao
pare de se maravilhdr.
Albert Einstein
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RESUMO

CAMACHO, Larissa Frota, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2017.
Estudos de métodos para avaliacdo da digestibilidade in vitro de alimentos para
ruminantes. Orientador: Edenio Detmann. Coorientadores: Polyana Pizzi Rotta Costa e
Silva e Sebastido de Campos Valad#ilho.

Essa dissertacdo foi elaborada com base em dois experimentos. No primeiro
experimento objetivoge comparar as digestibilidades in vitro da matéria seca
(DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) com uso de duas solucfes tampéo
(Kansas e McDougall) adicionadas ou ndo de ureia. Para as estimativas das
digestibilidades, 25 forragens e 25 concentrados foram avaliados utilizando-se a
fermentadora artificial TE-150 e filter bags de tecido n&o-tecido (108).gFara
avaliacdo da capacidade de tamponamento, pH e concentracédo de nitrogénio amoniacal
(NHs) das combinacdes das solugdes tampéao e a adigdo ou ndo de ureia foram utilizadas
amostras de feno de Tifton 85 e fuba de milho avaliadas em sete tempos de incubacéo.
Interacdo entre tampdo e uso de ureia foi observada para as DIVMS e DIVFDN de
forragens (P<0,04), com valores superiores com uso do tampdo de McDougall
adicionado de ureia (P<0,05). Nas amostras de concentrado, ndo foram observadas
interacdes (P>0,10), porém valores superiores foram observados com uso do tampéao de
McDougall (P<0,01). Em geral, as repetibilidades foram melhores com uso do tampéao
de McDougall, enquanto a adicdo de ureia reduziu o desvio-padrdo entre amostras.
Observou-se interagdo entre tampao e ureia para os valores de pH e concentracdo de
nitrogénio amoniacal, com valores inferiores de pH com uso do tampéao de Kansas
(P<0,01) para forragem e concentrado, e elevacdo dos valores ao adicionar ureia
(P<0,01); enquanto a concentragéo de; fiHsuperior com adi¢cao de ureia para ambos

os tampdes (P<0,02) para forragem e concentrado. Conclui-se que o uso da solucéo
tampéao de McDougall propicia condicbes de meio mais adequadas ao crescimento e que
a utilizacado de ureia tende a reduzir o poder discriminatério entre amostras. No segundo
experimento objetivoge estudar os efeitos associativos entre forragens e entre
forragem e concentrados sobre a DIVMS e a DIVFDN. O estudo foi dividido em duas
etapas. Na primeira etapa, foram avaliados os efeitos associativos entre cana-de-acgucar,
silagem de milho e feno de Tifton 85 em duas condi¢cdes de incubacao (isolada ou em
conjunto). Na segunda etapa, foram avaliados os efeitos associativos da cana-de-agucar

incubada em conjunto com farelo de soja e/ou milho sobre as estimativas de
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digestibilidade da cana-de-acucar. As digestibilidades in vitro foram avaliadas por
intermédio de fermentadora artificial TE-150 e filter bags de tecido ndo-tecido, com uso
da solucdo tampao de McDougall. Na primeira etapa, observou-se efeito associativo
(P<0,05) entre forragem e condicédo de incubacdo, com valores de DIVMS e DIVFDN
superiores para camge-acucar e inferiores para silagem de milho quando as amostras
foram incubadas em conjunto. Nao foi observado efeito associativo evidente {P>0,57
sobre as estimativas de digestibilidade para as amostras de feno de Tifton 85 nas
diferentes condicbes de incubacédo. Na segunda etapa, observou-se efeito associativo
(P<0,05) entre forragem e condicdo de incubacdo, com reducdo das estimativas de
digestibilidade quando a cada-acucar foi incubada com milho. Nas condi¢cdes de
incubacdo da cande-acucar com farelo de soja ou farelo de soja e milho, ndo foram
observadas variaces (P>0,05) na DIVMS e DIVFDN. Conclui-se que a incubacéo de
alimentos de forma conjunta, utilizando-se fermentadoras artificiais, implica na
ocorréncia de efeitos associativos, podendo alterar as estimativas de digestibilidade in

vitro dos alimentos.
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ABSTRACT

CAMACHO, Larissa Frota, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Studies onmethods for evaluating the in vitro digestibility of feeds for ruminants.
Adviser: Edenio Detmann. Co-Advisers: Polyana Pizzi Rotta Costa e Silva and
Sebastido de Campos Valadares Filho.

This dissertation was based on two experiments. In the first experiment the aim was to
compare the in vitro digestibility of dry matter (DMIVD) and neutral detergent fiber
(NDFIVD) using two buffer solutions (Kansas and McDougall) with or without addition

of urea. For the digestibility estimates, 25 forages and 25 concentrates were evaluated
using the artificial fermenter TE-150 and non-woven filter bags (100 9./Samples

of Tifton 85 hay and ground corn were evaluated in seven incubation times to evaluate
the buffering capacity, pH and ammoniacal nitrogen concentration of the combinations
of the buffer solutions and the addition or not of urea. Interaction between buffer and
urea was observed for DMIVD and NDFIVD of forages (P<0.04), with greater values
using McDougall's buffer with urea (P<0.05). For the concentrate samples, no
interactions were observed (P>0.10), but greater values were observed using
McDougall's buffer (P<0.01). Generally, repeatability was improved using McDougall's
buffer, while the urea addition decrease the standard deviation among samples.
Interaction between buffer and urea was observed for pH and ammoniacal nitrogen
concentration, where lower values of pH were observed using Kansas buffer (P<0.01)
for forage and concentrate and increased values when urea was added (P<0.01);
whereas NH concentration was greater with urea addition (P<0.02) for both forage and
concentrate. In summary, it is concluded that the McDougdhallffer allows a better
medium for microbial growth. Urea addition tends to decrease the power of
discrimination among samplefn the second experiment the aim was to study the
associative effects among forages and between forage and concentrates on the DMIVD
and NDFIVD. The study was divided into two steps. In the first step, associative effects
among sugarcane, corn silage and Tifton 85 hay under two incubation conditions
(isolated or together) were evaluated. In the second step, associative effects of
sugarcane incubated together with soybean meal and, or ground corn on the sugarcane
digestibility were evaluated. These evaluations were performed using an artificial
fermenter TE-150, non-woven textile filter bags, and McDougall buffer solution. In the
first step, associative effect between sugarcane and corn silage was observed (P<0.05)

on both DMIVD and NDFIVD, where digestibilities of sugarcane and corn silage were
viii



increased and descreased, respectivelly, when incubated together. The samples of Tifton
85 hay did not present differences (P>0.57) on DMIVD and NDFIVD when evaluated
isolated or together. In the second step, associative effects between forage and
concentrates were detected (P<0.05). Sugarcane digestibility was depressed (P<0.05) by
incubation with ground corn, but it was not affected when incubated with soybean meal
or soybean meal and ground corn. Therefore, it is concluded that there are associative

effects feeds when in vitro digestibility is evaluated using artificial fermenters.



INTRODUCAO GERAL

A técnica de digestibilidade in vitro tem sido utilizada para avaliagdo de alimentos
para ruminantes por apresentar resultados de forma rapida, menos onerosa, menos invasiva
e que apresentam forte correlacdo com os resultados de digestibilidade obtidos in vivo
(Velasquez et al., 2010).

O método mais amplamente utilizado para avaliacdo de digestibilidade in vitro foi
proposto por Tilley e Terry (1963) para avaliacdo de forragens. Porém, Silva et a). (2017
demonstraram a semelhanca no poder discriminatorio entre amostras ao testar o uso de
fermentadoras artificiais e filter bags quando comparados ao método de Tilley e Terry
(1963). Do ponto de vista pratico, a utilizacdo destes equipamentos é vantajosa devido a sua
maior capacidade operacional e menor custo (Adesogan, 2002).

Para realizacdo de ensaios de digestibilidade in vitro, ha necessidade do uso de
solugdes tampao com objetivo de reproduzir a composi¢do quimica da saliva dos modelos
in vivo, objetivando-se controlar o pH do meio de fermentacdo. Deseja-se que a solucdo
tampéao apresente pH préximo a 6,8 (Tilley e Terry, 1963; Alexander e McGowan, 1966).
Recomenda-se para o método proposto por Tilley e Terry (1963) a utilizacdo da solucéo
tampao de McDougall (1948), a qual se baseia na composicdo quimica da saliva de ovinos.
No entanto, outras solugbes tampao, como a solucdo de Kansas, tém sido recomendadas.
Particularmente, a solucao tampéao de Kansas baseia-se na mistura de diferentes compostos
quimicos de forma a obter solucdo base para a incubacdo com a faixa de pH desejada
(Marten e Barnes, 1980; Silva e Queiroz, 2002). Contudo, as solu¢des tampao mencionadas
anteriormente apresentam composi¢cdes diferentes, podendo apresentar capacidade
tamponante diferente, o que poderia causar diferencas nos resultados obtidos pela técnica
de digestibilidade in vitro.

Por outro lado, a adicdo de ureia nas solucbes tampdao fornece nitrogénio para os
microrganismos presentes no inoculo, o que reduziria a influéncia da dieta do animal
doador no inéculo (Marten e Barnes, 1980). Contudo, tem sido questionado se a utilizagédo
de ureia poderia reduzir o poder discriminatério entre amostras avaliadas in vitro,

principalmente por favorecer a utilizagdo microbiana de alimentos de menor qualidade.
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Adicionalmente, a vantagemadalta capacidade operacional com o0 uso de
fermentadoras artificiais, permitindo a avaliagdo de diversas amostras simultaneamente
(Lopes et al., 2010), pode provocar a ocorréncia de efeito associativo entre alimentos
incubados no mesmo jarro de fermentacao devido as diferencas quimicas entre as amostras,
influenciando na populacdo microbiana e, consequentemente, alterando as estimativas da
digestibilidade dos alimentos (Wilman e Adesogan, 2000; Adesogan, 2005; Mould et al.,
2005).

As estimativas de digestibilidade in vitro podem ser enquadradas em dois principais
objetivos: predicdo da digestibilidade in vivo e avaliacdo comparativa entre alimentos
(Silva et al.,, 2017). Neste sentido, a ocorréncia de efeitos associativos entre alimentos
incubados em conjunto poderia afetar ambos os objetivos, por viesar as estimativas de
digestibilidade e alterar o ranqueamento de alimentos quanto as caracteristicas de
digestibilidade. Contudo, estudos conduzidos para avaliacdo da ocorréncia de efeitos
associativos entre alimentos em sistemas in vitro séo escassos em condigoes tropicais.

Portanto, objetivou-se com essa dissertacéo:

1. Avaliar o efeito do uso das solu¢des tampdao de Kansas e McDougall, adicionadas
ou ndo de ureia, sobre as estimativas de digestibilidade in vitro da matéria seca e da fibra
em detergente neutro de forragens e concentrados; e

2. Avaliar os efeitos associativos entre forragens e entre forragem e concentrados
sobre a digestibilidade in vitro da matéria seda fibra em detergente neutro utilizarso-

fermentadora artificial.
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CAPITULO 1

Digestibilidade in vitro de forragens e concentrados utilizando diferentes solucoes
tampé&o com adicdo ou ndo de ureia
[In vitro digestibility of forages and concentrates using different buffer solutions with or

without urea addition]

RESUMO - Objetivousecomparar as digestibilidades in vitro da matéria seca (DIVMS) e

da fibra em detergente neutro (DIVFDN) com uso de duas solucbes tampédo (Kansas e
McDougall) adicionadas ou néo de ureia. O estudo foi dividido em dois experimentos. No
primeiro experimento, 25 forragens e 25 concentrados foram avaliados utilizando-se a
fermentadora artificial TE-150 e filter bags de tecido ndo-tecido (10).gtta segundo
experimento, feno de Tifton 85 e fuba de milho foram utilizados para avaliar o pH e a
concentracdo de nitrogénio amoniacal gNHas combinacdes das solu¢des tampéao com a
adicdo ou nao de ureia em sete tempos de incubacao. Interacdo entre tampao e uso de ureia
foi observada para as DIVMS e DIVFDN de forragens (P<0,04), com valores superiores
com uso do tampdo de McDougall adicionado de ureia (P<0,05). Nas amostras de
concentrado, ndo foram observadas interacdes (P>0,10), porém valores superiores foram
observados com uso do tampao de McDougall (P<0,01). Em geral, as repetibilidades foram
melhores com uso do tampé&o de McDougall, enquanto a adicdo de ureia reduziu o desvio-
padrdo entre amostrdso segundo experimento observou-se interacao entre tampao e ureia
para os valores de pH e concentracdo de nitrogénio amomiacgle verificousevalores
inferiores de pH com uso do tampé&o de Kansas (P<0,01) para forragem e concentrado, com
elevacdo dos valores ao adicionar ureia (P<0,01); enquanto a concentracdaq fie NH
superior com adicdo de ureia para ambos os tampbes (P<0,02) para forragem e
concentrado. Conclui-se que o uso da solucdo tampao de McDougall propicia condi¢des de
meio mais adequadas ao crescimento microbiano e que a utilizacao de ureia tende a reduzir
0 poder discriminatorio entre amostras.

Palavras-chave: amonia, digestdo ruminal, meio de incubacgéo, pH



ABSTRACT - The aim of this study was to compare the in vitro digestibility of dry matter
(DMIVD) and neutral detergent fiber (NDFIVD) using two buffer solutions (Kansas and
McDougall) with or without addition of urea. The study was divided into two experiments.

In the first experiment, 25 forages and 25 concentrates were evaluated using the artificial
fermenter TE-150 and non-woven textile filter bags (1007g/m the second experiment,
samples of Tifton 85 hay and ground corn were used to evaluate pldnananiacal
nitrogen (NHs) concentration for both buffer solutions with or without urea in seven
incubation times. Interaction between buffer and urea was observed for DMIVD and
NDFIVD of forages (P<0.04), with greater values using McDougall's buffer with urea
(P<0.05). For the concentrate samples, no interactions were observed (P>0.10), but greater
values were observed using McDougall's buffer (P<0.01). Generally, repeatability was
improved using McDougall's buffer, whereas urea addition decreased the standard
deviation among samples. In the second experiment, interaction between buffer and urea
was observed for pH values and NEoncentration, where lower values of pH were
observed using Kansas buffer (P<0.01) for forage and concentrate, with increased values
when urea was added (P<0.01); whereas bidthcentration was greater with urea addition
(P<0.02) for both forage and concentrate. In summary, it is concluded that the McBougall
buffer allows a better medium for microbial growth. Urea addition tends to decrease the
power of discrimination among samples.

Keywords: ammonia, incubation medium, pH, rumen digestion

INTRODUCAO

A técnica de digestibilidade in vitro tem sido utilizada com objetivo de estimar a
digestibilidade in vivo dos alimentos (Menke and Steingass, 1988), bem como avalia-los
comparativamente (Silva et al., 2017). Contudo, a utilizacdo de ensaios de digestibilidade in
vitro requer o uso de solugdes tampao para manutencédo do pH do meio de fermentacéo,
além de fornecer nutrientes como microminerais que estimulam o crescimento dos
microrganismos ruminais (Mould et al., 20D5a

Atualmente, diversas solugbes tampdo estdo disponiveis com diferentes

composicoes quimicas (McDougall, 1948; Menke e Steingass, 1988; Silva e Queiroz,
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2002). Entretanto, a diferenca na composi¢cao quimica dessas sgod@eimplicar em
alteracbes na longevidade de ag&o do tampéao (Herod et al., 1978), bem como alterar a taxa
de fermentacéo dos substratos (Mould et al., 2005a

A solucdo tampéao de McDougall (1948), a qual se baseia na composicéo quimica da
saliva de ovinos, é composta principalmente por bicarbonato de sddio. Por outro lado, a
utilizacdo dessa solucdo tampéao requer o borbulhamento gen&@dequacdo do pH,
onerando os custos da técnica in vitro. Outras solu¢des tampédo, como a solugédo de Kansas,
tém sido recomendadas com a proposta de reduzir os custos e facilitar seu manuseio no
laboratério. Particularmente, a solucdo tampdo de Kansas se baseia no uso de fosfato de
potassio como tampao base e adequacdo do pH através da mistura de duas solucdes de
forma a obter a faixa de pH desejada (Marten e Barnes, 1980; Silva e Queiroz, 2002).

Entretanto, as solugcbes tampdo mencionadas anteriormente apresentam
composicdes quimicas diferentes, que podem interferir na confiabilidade do seu uso para
obtencéo da digestibilidade in vitro dos alimentos.

Por outro lado, a adicdo de ureia nas solucfes tampao fornece nitrogénio para os
microrganismos presentes no indculo, o que reduziria a influéncia da dieta do animal
doador no inéculo (Marten e Barnes, 1980). Contudo, tem sido questionado se a utilizacédo
de ureia poderia reduzir o poder discriminatério entre amostras avaliadas in vitro,
principalmente por favorecer a utilizagdo de alimentos de menor qualidade pelos
microrganismos.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do uso das solu¢cbes tampao de Kansas e
McDougall, adicionadas ou ndo de ureia, sobre as estimativas de digestibilidade in vitro da
matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) de forragens e
concentrados, bem como a influéncia da adicdo de ureia ao meio de fermentacdo sobre o

poder discriminatério entre amostras.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento

de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG.



O presente estudo foi dividido em dois experimentos. No primeiro experimento,
avaliaram-se as estimativas de DIVMS e DIVFDN de forragens e concentrados
considerando-se as combinacdes de duas solucdes tampao (Kansas e McDougall) e a adi¢do
ou ndo de ureia ao meio de fermentacdo. No segundo experimento, agalicapacidade
de tamponamento das solugbes tampao testadas combinadas ou n&o com ureia frente a
amostras com caracteristicas quimicas distintas (forragem e concentrado, ricos em fibra e
amido, respectivamente).

No primeiro experimento, foram utilizadas 25 amostras de forragens in natura
[Panicum maximum cv. Mombaca, Saccharum sp. (n = 4), Brachiaria sp. (n = 10), Cajanus
cajan, Calopogonium mucunoides, Leucaena lecocepbalgonotonia wightii], feno
[Cynodon sp. (n = 3), Stylosanthes guianensis cv. Campo Grande e Medicago sativa] e
silagem (Arachis pintdie 25 amostras de concentrados [casca de soja (n = 2), milho grédo
(n = 5), glutenose de milho, polpa citrica, farelo de arroz, farelo de girassol, farelo de soja
(n = 2), farelo de trigo, sorgo gréo (n = 2) e misturas concentradas comerciais (n = 9)]. As
amostras de forragens com alto teor de umidade foram secas em estufa com ventilacdo
forcada (55°C) e, em conjunto com as demais, foram processadas em moinho de facas com
peneira de porosidade de 1 mm. Posteriormente, todas as amostras foram analisadas quanto
aos teores de matéria seca (MS; método INCT-CA G-003/1), proteina bruta (PB; método
INCT-CA N-001/1) e fibra insolivel em detergente neutro (FDN; método INCT-CA F-

002/1), conforme métodos preconizados por Detmann et al. (2012; Tab. 1).

Tabela 1. Estatisticas descritivas para os teores de proteina bruta e fibra em detergente
neutro das forragens e concentrados utilizados nos ensaios de digestibilidade in vitro

Estatisticas

Amostras Minimo Maximo Média Desvio-padréo
Proteina bruta (g/kg de matéria seca)
Forragens 20,8 201,2 70,2 40,5
Concentrados 48,7 590,3 173,1 131,9
Fibra em detergente neutro (g/kg de matéria seca)
Forragens 247,0 710,0 583,2 114,1
Concentrados 103,0 626,0 231,6 113,0




Os tratamentos foram compostos pela combinacao de duas solugdes tampé&o (Kansas
e McDougall), com a adi¢cdo ou néo de ureia, segundo esquema fatorial 2 x 2.

Todos os ensaios de digestibilidade in vitro foram realizados por intermédio de
fermentadora artificial TE-150 (Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba, SP, Brasil),
utilizando-se filter bags confeccionados com tecido ndo-tecido (160 s dimensdes 4
x 4,5 cm, lavados e pesados conforme procedimentos sugeridos por Detmann et al. (2012).

O periodo experimental teve duracdo de 12 dias, divididos em seis baterias de 48
horas de incubacdo, nas quais nas trés primeiras foram avaliadas as forragens e nas trés
dltimas os concentrados.

A solugcéo tampédo de McDougall (1948) foi composta por NaH(®B0 g/L),
NaHPQ; anidro (3,71 g/L), KCI (0,57 g/L), NaCl (0,47 g/L), Mgskeptaidratado (0,12
g/L) e CaCidiidratado (0,05 g/L). A solucéo foi preparada 24 horas antes do inicio de cada
bateria de incubac&o e mantida em sala climatizada (39°C). Ajustou-se o pH das solucdes
via borbulhamento com C(até atingir-se o valor de pH de 6,8. No tratamento com adi¢c&o
de ureia, foram adicionados 5,0 mL de solucdo padrao de ureia (5,5 g/100 mL) para cada
300 mL de solucao tampéo, antes do ajuste do pH da solucéo (Silva e Queiroz, 2002).

Por outro lado, a solugcdo tampdo de Kansas (Marten e Barnes, 1980; Silva e
Queiroz, 2002) foi composta pela mistura de duas solu¢cdes, denominadas A e B. A solugéo
A foi composta por KEPOy anidro (10,0 g/L), MgS®heptaidratado (0,5 g/L), NaCl (0,5
g/L) e CaCi diidratado (0,1 g/L); enquanto a solucdo B foi composta pe€C®a(150
g/L) e NaS nonaidratado (1,0 g/L); ambas preparadas 24 horas antes do inicio de cada
bateria de incubacdo e acondicionadas em sala climatizada (39°C). Para o tratamento da
solugdo de Kansas com adicdo de ureia foram adicionados 0,5 g/L de ureia na solucédo A
(Silva e Queiroz, 2002). O pH do tratamento contendo a solucdo tampédo de Kansas
adicionada de ureia foi ajustado pela mistura das solu¢cdes A e B na propor¢cao aproximada
de 5:1. Contudo, o tratamento sem adicdo de ureia teve seu pH ajustado pela mistura das
solucdes (A e B) na proporcéo aproximada de 7,7:1.

O in6culo ruminal foi obtido de uma novilha fistulada no rimen. A dieta do animal
doador foi composta por cada-acucar e concentrado comercial com 22% de PB, sendo a

relacdo volumoso:concentrado de 80:20 com base na MS. O animal teve acesso irrestrito a
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agua e mistura mineral (90 g/kg de fosforo) e foi adaptado a dieta padrdo por 14 dias
anteriormente ao inicio das coletas (Machado et al., 2016). Os procedimentos de fistulacdo
e manejo do animal doador foram conduzidos com aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigcosa (CEUAP, protocolo 0§1/2016

A digesta ruminal (liquido e sdlido) foi coletada em vérios pontos da interface
liquido-sdlido do ambiente ruminal imediatamente antes do inicio de cada bateria de
incubacdo. Logo apods a retirada, a digesta foi transferida para o interior de garrafas
térmicas pré-aquecidas a temperatura de 39°C. Posteriormente, a digesta ruminal foi
processada em liquidificador, o qual foi mantido em sala climatizada (39°C), para
homogeneizar a fase liquida e solida da digesta por 30 segundos. Em seguida, o material
homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de gaze em frascos erlenmeyer de 2 L,
também mantidos em sala climatizada. Todo o processo de obtencdo, transporte,
homogeneizacao e filtragem do inéculo foram realizados cerca de 20 minutos antes do
inicio das incubacdes.

Em cada bateria de analise, para cada alimento testado, quatro aliquotas de
aproximadamente 500 mg de amostra seca ao ar foram pesadas, as quais foram
acondicionadas nos filter bags. Ap06s as amostras serem pesadas, os filter bags foram
imediatamente selados a quente.

As replicatas de cada amostra foram inseridas nos jarros da fermentadora,
perfazendo o total de quatro jarros. Cada jarro recebeu 25 filter bags contendo as amostras
e um filter bag vazio representando o branco.

Em seguida, 400 mL de in6culo ruminal e 1600 mL de solucdo tampao relativa a
cada tratamento (relacdo 1:4 inéculo e solucao tampao) foram adicionados em cada jarro. O
espaco livre dos jarros foi imediatamente saturado com €€éhdo esses fechados e
acondicionados no interior da fermentadora, previamente aquecida a 39°C.

Apoés 48 horas de incubacédo, os filter bags foram retirados da fermengadora
imediatamente lavados com agua destilada quente (temperatura superior a 90°C),
exercendaseleve pressdo manual para retirada dos gases nesses contidos. Apés a lavagem,
todos os filter bags foram secos (55°C/24 horas seguido de 105°C/16 horas) e pesados,

obtendo-se o residuo aparentemente néo digeritSda
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Para a avaliagdo da DIVFDN, os filter bags foram acondicionados em coletores
universais autoclavaveis (120 mL), sendo adicionados 80 mL de solucdo de detergente
neutro e 250 pL de a-amilase termoestavel (Termamyl 2X, Novozymes). Os coletores
contendo os filter bags foram autoclavados (105°C/1 hora) segundo método descrito por
Detmann et al. (2012; INCT-CA F-002/1). Posteriormente, os mesmos foram lavados com
agua destilada quente (temperatura superior@)2dié a completa remocéo do detergente
e acetona. Apos a lavagem, os filter bags foram secé&/@&bhoras seguido de 105°C/16
horas) e pesados para obtencao do residuo néo digerido de FDN.

A DIVMS e a DIVFDN (D, g/kg) foram obtidas pela equacéo:

p-M-(R-B) x1000 (1);
M

em que: M = massa de MS ou FDN incubada (g); R = residuo néo digerido de MS ou FDN
(9); B =residuo de MS ou FDN obtido nos filter bé&gsnco” (g).

Foram realizadas andlises de variancia para os valores de DIVMS e DIVFDN
separadamente para forragens e concentrados por intermédio do procedimento MIXED do
SAS 9.4, conforme o modelo:

Y,

ijk|m=ﬂ+A+Bj+Tk+U| +TU, + Eijim (2);

em que: Yum = valor observado na aliguota m da amostra i, na bateria j, utilizando o
tampéo k, com adicdo ou ndo de ureia |; p = constante geraleféito da amostra i
(aleatério); B = efeito da bateria de andlise j (aleatéria)=Tefeito do tampéo k (fixo); U

= efeito da adicdo ou ndo de ureia (fixo);«H efeito da interacdo do tampéo e da adicao
de ureia (fixo); e sjm = erro aleatdrio, ndo observavel, pressuposto NIB0;

AplGs a realizacdo da andlise de variancia, procedeu-se a avaliagdo do
comportamento dos residuos. Os valores observados que apresentaram distancia de
verossimilhanca restrita superior a 1,0 foram considerados outliers, sendo posteriormente
retirados do banco de dados. Apés a retirada, nova andlise de variancia foi realizada.

Posteriormente, um segundo conjunto de analises de variancia foi realizado,
separadamente para forragens e concentrados, para mensuracao da variacdo especifica de

cada tratamento, conforme o modelo:
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Yixk =u+ A +B; +¢& (3);
em que: Yk = valor observado na aliquota k da amostra i, na bateria j; | = constante geral;
Ai = efeito da amostra i (aleatorio); B efeito debateria de analise j (aleatorio); e &k = €rro
aleatorio, ndo observavel, pressuposto NID (0; 62).

As estimativas da variancia residuaAL2 [ e da variancia entre amostrafs?l foram
obtidas pelo método da maxima verossimilhanga restrita.

A repetibilidade padronizada em funcédo da média foi calculada como:

~2
(2

r=---x100 4):
S (4)

&'

em que: r = repetibilidade padronizada em funcédo da médiaﬁf‘b@)yariéncia residual; e

Y =valor médio de digestibilidade.
O desvio-padrao entre amostras foi também padronizado em funcdo da média, o
qual indica o poder de discriminacdo entre amostras em cada tratamento. O mesmo foi

calculado como:

G

v=Y22,100 (5);

<ﬁ
RN

em que: v = desvio-padrdo entre amostras padronizada em funcédo da médfazz(%);

variancia entre amostras;Ye= valor médio de digestibilidade.

No segundo experimento foram utilizadas duas amostras de alimtamosde
Tifton 85 e fub&d de milho; sendo ambas retiradas do grupo de amostras utilizado no
primeiro experimento.

O pH e a concentracdo de nitrogénio amoniacalsNetam medidos em sete
tempos de incubacéo (0, 3, 6, 12, 18, 24 e 48 horas). A digestibilidade in vitro foi realizada
segundo método proposto por Tilley e Terry (1963), excetuando-se o fato de utilizar frascos
vedados e a retirada de gases com auxilio de agulhas ao invés de tubos de ensaio com
valvulas de Bunsen. Optou-se em utilizar frascos individuais para tornar possivel a retirada

parcial (nos tempos de incubagéo testados) dos frascos contendo as amostras.
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Trés aliquotas de aproximadamente 250 mg de amostra foram pesadas para cada
tratamento em cada tempo de incubacgéo, para os dois grupos de amostra, e acondicionadas
em frascos tipo “penicilina” (50 mL), perfazendo o total de 168 frascos.

Posteriormente, 10 mL de in6culo ruminal e 40 mL de solugdo tampéo relativo a
cada tratamento foram adicionados, sendo os frascos saturados goenv€dados com
tampas de borracha e lacres de aluminio. Os frascos foram acondicionados em mesa
agitadora orbital (40 rpm) em sala climatizada (39°C). O gas produzido nos frascos foi
retirado com uma agulha a cada trés horas nas primeiras 12 horas e a cada seis3toras nas
horas restantes.

A cada tempo de incubacdo, trés frascos de cada alimento (feno de Tifton 85 e fuba
de milho) para cada tratamento foram retirados da mesa agitadora, totalizando 24 frascos. O
conteudo de cada frasco foi filtrado por camada tripla de gaze em tubos Falcon, sendo o pH
aferido com auxilio de potenciémetro digital. Apds afericdo do pH, 1,0 mL de solucdo de
H>SOQw (500 mL/L) foi adicionado em cada tubo e estes foram refrigerédids) para
posterior andlise da concentracad\tis por intermédio de reacéo colorimétrica catalisada
por indofenol (método INCT-CA N-006/1; Detmann et al., 2012).

Foram realizadas analises de variancia para os valores de pH e concenthigdéo de
separadamente para forragem e concentrado por intermédio do procedimento MIXED do
SAS 9.4, conforme o0 modelo:

ij, =u+T +Uj +TUij +t, +tT, +tUkj +tTUkij + &g

(6);
em que: Y = valor observado na aliquota | do tampao i, com adicdo ou ndo da ureia j, no
tempo k; g = constante geral=Tefeito do tampao i (fixo)J; = efeito da adicdo ou ndo de
ureia j (fixo) tk = efeito do tempo k (fixo); TH tTw, tUg e tTUq= interagcdes entre os
efeitos principais (fixos); ej = erro aleatério, ndo observavel, pressuposto NIBHO;

Para o caso de interacdes significativas, os desmembramentos foram realizados por
intermédio da opg¢do SLICE do procedimento MIXED do SAS 9.4. Para todos os

procedimentos estatisticos utilizeele. = 0,05.
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RESULTADOS

Néo foram observadas variagbes entre as baterias de andlises (P>0,05) para
nenhuma variavel avaliada neste estudo.

Observou-se interacdo entre solucdo tampdo e uso de ureia para a DIVMS e
DIVFDN em amostras de forragens (P<0,04; TabO2jJesdobramento deste efeito para
DIVMS indicou que, na auséncia de ureia, ambos os tampdes propiciaram DIVMS
similares (P>0,05). Contudo, na presenca de ureia a DIVMS foi superior (P<0,05) para o
tampdo de McDougall. Isto indicou que a adicdo de ureia ampliou a DIVMS quando
associadao tampao de McDougall (P<0,05), o que n&o ocorreu com 0 uso do tampéao de
Kansas (P>0,05). Com relacdo a DIVFDN das amostras de forragem, o desdobramento da
interacdo indicou que tanto na auséncia como ha presenca de ureia, a digestibilidade foi
superior (P<0,05) com a utilizacdo do tampédo de McDougall. Similarmente a DIVMS, a
adicdo de ureia somente ampliou a DIVFDN (P<0,05) com a utilizacdo da solucdo de

McDougall.

Tabela 2. Médias de minimos quadrados (+ erro padrao da)meédigeis descritivos de
probabilidade em funcdo dos diferentes efeitos avaliados (Valor P) dos valores de
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS, g/kgilafibra em detergente neutro
(DIVFDN, g/kg) para amostras de forragens e concentrados

Forragens Concentrados
Tratamento DIVMS DIVFDN DIVMS DIVFDN

Kansas sem ureia 580,1 + 22,11 343,9 + 26,84 762,9 + 28,83 516,3 + 50,76
Kansas com ureia 576,5+22,11 349,6 + 26,84 793,4 £ 28,84 566,7 + 50,71
McDougall sem ureia 586,0 + 22,13 395,3 £ 26,83 834,5 + 28,83 692,1 + 50,74
McDougall com ureia 6271 +22,13 430,7 + 26,86 845,4 + 28,83 723,6 £ 50,77
Comparacdes Valor P

Tampéo (T) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Ureia (U) <0,001 0,004 0,008 0,003

TxU <0,001 0,037 0,109 0,493

Para as amostras de concentrado, ndo se observou interagcdo de solugdo tampéao e
uso de ureidP>0,10; Tab. 2) para DIVMS e DIVFDN. Para ambas variaveis, maiores

valores foram observados para o uso do tampéo de McDougall em relagcdo ao tampéao de

14



Kansas (P<0,01). Em geral, a adicdo de ureia ampliou (P<0,01) as estimativas de
digestibilidade.

De forma geral, as repetibilidades foram medismom a utilizacdo do tampéao de
McDougall em relacdo ao tampéo de Kansas (Fig. 1). Por outro lado, com excecédo da
DIVMS de concentrados, o uso de tampéo de McDbwgsociado a ureia melhorou as
repetibilidades.

Concentrado
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Figura 1. Repetibilidades padronizadas das DIVMS e DIVFDN em fung¢édo dos tratamentos
(K = Kansas, K+U = Kansas com ureia, M = McDougall, M+U = McDougall com ureia)
para amostras de forragens e concentrados.

Em geral, ndo foi verificada influéncia dos tampdes sobre o desvio-padréo entre
amostras (Fig. 2), com excecdo da DIVFDN de concentrados, na qual o uso do tampéao de
Kansas ampliou esta caracteristica em relacdo ao uso do tampé&o de McDougall. Por outro
lado, com excecdo da DIVMS de concentrados com a solucédo da Kansas, a adicdo de ureia
reduziu o desvio-padréo entre amostras com relagéo a DIVMS e DIVFDN.

A avaliacdo ao longo do tempo de incubacao indicou que todas as combinacoe

entre tampdes e adicdo ou n&o de ureia propiciaram variagéo (P<0,05) no pH do meio. No
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entanto, os valores obtidos com o tampdo de Kansas apresentaram valores meédios
inferiores e queda no pH mais proeminente ao longo do tempo em relacdo ao uso do
tampédo de McDougall, o que ampliou a diferenca entre tampdes nos tempos finais do

periodo de incubacéo (Fig. 3).
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Figura 2. Desvios-padrédo padronizados entre amostras das DIVMS e DIVFDN em funcao
dos tratamentos (K = Kansas, K+U = Kansas com ureia, M = McDougall, M+U =
McDougall com ureia) para amostras de forragens e concentrados.

Na avaliacdo da capacidade de tamponamento (pH) e concentracdo de aménia
(NHz) observou-se interacao tripla de tempo, solucédo tampao e adicdo de ureia para as
amostras de forragem e de concentrado (P<0,05)

O desdobramento parcial da interacdo tripla em relagdo a solucdo tampdao e adicao
de ureia sobre o pH (Tab. 3) indicou que, em média, tanto para forragem como para
concentrado, os valores de pH foram inferiores com o uso do tampao de Kansas (P<0,01).
Com excecdo do uso do tampédo de McDougall com a amostra de forragem (P>0,21), a

adicao de ureia causou elevacéo do pH do meio (P<0,01).
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Figura 3. Valores de pH no meio de incubacao para amostras de forragem (a) e concentrado
(b) em funcdo dos tempos de incubacdo (K = Kansas, K+U = Kansas com ureia, M =
McDougall, M+U = McDougall com ureia).

O desdobramento parcial da interacao tripla em relacédo a solucdo tampéo e adicéo
de ureia sobre a concentracdoNtds (Tab. 4) indicou que a adicdo de ureia ampliou as

concentracdes no meio (P<0,02) para forragem e concentrado. Na auséncia de ureia, néo se
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verificou diferenca entre tampdes (P>0,23). Contudo, observou-se acumulo proeminente de

NHzno meio com a adi¢cédo de ureia sobre o tampé&o de Kansas.

A avaliacéo ao longo do tempo de incubacao indicou que variagcdes na concentracéo
de NHz ocorreram com a adicdo de ureia ao meio para ambas as amostras (P<0,01). No
entanto, reiterou-se o acumulo proeminent&lHe no meio quando ureia foi adicionada ao

tampéao de Kansas (Fig. 4).

Tabela 3. Desdobramento parcial do efeito de interacdo entre solucfes tampéo e ureia (+
erro padrdo da médipara o pH na incubacdo de amostras de forragem e concentrado

Tampao
ltem Kansas McDougall Valor P
Forragem
Sem ureia 6,38+0,010 7,13+0,010 <0,001
Com ureia 6,53+0,010 7,15+0,010 <0,001
Valor P <0,001 0,218
Concentrado
Sem ureia 6,15+0,016 7,04+0,016 <0,001
Com ureia 6,33+0,016 7,10+0,016 <0,001
Valor P <0,001 0,007
DISCUSSAO

A interacdo entre solucdo tampéo e uso de ureia sobre a DIVMS e DIVFDN em
forragens reforca a interferéncia das condicbes do meio de fermentacdo sobre a
digestibilidade dos alimentos (Mould et al., 2005b; Detmann et al., 2008). Entre os fatores
que afetam o meio de fermentacado e o crescimento microbiano responsavel pela degradacao
dos alimentos, a composi¢ao nutricional da dieta/alimento e a disponibilidade de nutrientes
contribuem de forma significativa (Mould et al., 2005a). Desta forma, forragens possuem
menor concentracdo de nutrientes de rapida disponibilidade para os microrganismos em
comparacado aos concentrados, 0 que parece justificar a observacdo de diferencas mais
proeminentes e da interacdo entre o tampado e o uso de ureia sobre a digestibilidade de

forragens.
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A despeito das diferencas nos comportamentos das varidveis estudadas, de forma
geral, percebeu-se que o uso da solugdo de Kansas propiciou menores estimativas de
digestibilidade em relacdo ao tampao de McDougall (Tab. 2), o que sugere o
estabelecimento de meio menos propicio ao crescimento microbiano. O efeito de interacéo
sobre a DIVFDN de forragens sugere que os efeitos negativos do tampéo de Kansas seriam
mais proeminentes sobre a acdo dos microrganismos fibroliticos. Interacdo similar ndo foi
observada sobre concentrados devido a sua menor concentracdo de compostos fibrosos

insolUveis.

Tabela 4. Desdobramento parcial do efeito de interacdo entre solu¢cdes tampéao e ureia (+
erro padréo) para concentragdoNids (mg/dL) no meio de incubacdo para amostras de
forragem e concentrado

Tampao
ltem Kansas McDougall Valor P
Forragem
Sem ureia 5,44+0,316 4,91+0,316 0,239
Com ureia 28,32+0,316 6,11+0,327 <0,001
Valor P <0,001 0,011
Concentrado
Sem ureia 3,24+0,653 2,88+0,653 0,684
Com ureia 24,51+0,611 5,740,611 <0,001
Valor P <0,001 0,002

De forma inicial, os efeitos negativos do tampao de Kansas podem ser associados a
sua menor capacidade de tamponamento em relagdo ao tampao de McDougall (Tab. 3).
Embora os valores médios de pH tenham se situado acima dos limites para a manutencao
da atividade fibrolitica (6,0; Hoover, 1986), o uso da solucdo tampado de Kansas propiciou
guedas acentuadas no pH do meio, produzindo valores proximos ou inferiores a 6,0 nos
tempos finais de incubacéo (Fig. 2), o que pode ser reflexo de sua composi¢cdo quimica.
Segundo avaliacbes de Herod et al. (1978), tampbes baseados em fosfato de potassio
monobasico (KHPQy), como a solugdo tampado de Kansas, possuem menor capacidade de
sustentacdo do pH do meio de incubacédo em faixas adequadas ao crescimento microbiano

quando comparado a tampdes baseados em bicarbonato de sodio (NattD@ a
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solugédo de McDougall, o que corrobora os resultados aqui obtidos. Embora a ureia tenha
apresentado efeito auxiliar no tamponamento, ampliando o pH do meio, possivelmente pela
formacdo de bicarbonato de amoénia a partir do (I¥@rado na fermentagéo, este efeito

adicional nado foi suficiente para evitar as quedas acentuadas no pH ao longo do tempo de

incubacdo com o uso do tampéo de Kansas.
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Figura 4. Concentragcédo de nitrogénio amoniad&ls( mg/dL) no meio de incubacéo para
amostras de forragem (a) e concentrado (b) em funcdo dos tempos de incubacdo (K =
Kansas, K+U = Kansas com ureia, M = McDougall, M+U = McDougall com ureia).
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Uma das diferencas basicas na producdo dos tamp@es aqui avaliados consiste do
borbulhamento com dioxido de carbono, utilizado no tamp&o de McDougall, mas ndo no
tampéao de Kansas. O uso de borbulhamento com diéxido de carbono é comum na producéo
de solucdes tampéo (McDougall, 1948; Pittman e Bryant, 1964; Menke e Steingass, 1988).
Nestes casos, o dioxido de carbono atua na adequacéo do pH da solucao (McDougall, 1948
Van Soest e Robertson, 1985) e na retirada do oxigénio dissolvido (Bryant, 1972), o qual
poderia elevar o potencial redox do meio (Van Soest, 1994) e comprometer o crescimento
microbiano. Pragmaticamente, microrganismos ruminais nao poderiam crescer em
condicdes livres de didxido de carbono, pois este é necessario para reacdes de carboxilacdo
na sintese de aminoacidos (Van Soest e Robertson, 1985). Logo, a ndo utilizacdo de
diéxido de carbono no preparo da solucdo de Kansas pode constituir uma limitac&o inerente
a este tampao.

Por outro lado, a presenca de sulfeto de sédio, um forte agente redutor, na solucéo
de Kansas poderia constituir um elemento negativo ao crescimento de algumas espécies
microbianas anaerobicas. Algumas razdes para isto incluem a formacdo de alguns
intermediarios toxicos (compostos sulfurados) e a precipitacdo de ions metalicos
(Fukushima et al., 2003).

Evidéncia de menor crescimento microbiano com o uso da solu¢cdo de Kansas é
também observada pelo acumulo de aménia no meio com a adicao de ureia (Fig. 3), o que
nao ocorreu com a utilizacdo do tampao de McDougall. Por se tratar de sistema fechado, o
acumulo de amoénia indica que a hidrdlise de ureia ocorreu; contudo, houve limitacdo na
assimilacdo de nitrogénio pelos microrganismos, reflexo de menor crescimento sobre o
substrato. Adicionalmente, a proporcdo de amonia na forma ionizada seria ampliada pelo
pH reduzido observado com o uso da solucdo de Kansas, sendo esta forma incorporada
pelas bactérias mais lentameet® comparacdo a sua forma néo ionizada (Geron et al.,
2015).

De forma geral, com excecao da DIVMS com o uso da solugéo de Kansas, a ureia
promoveu aumento da digestibilidade, com efeitos claros sobre a DIVFDN (Tab. 2). Este

comportamento reflete diretamente melhor adequacdo do meio em termos de
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disponibilidade de nitrogénio, principalmente pela liberacdo de amoédnia (Tab. 4), fonte
preferencial de compostos nitrogenados para o crescimento de microrganismos fibroliticos
(Russell, 2002), implicando maior degradacéo da fracéo fibrosa e crescimento microbiano
(Costa et al., 2009; Detmann et al., 2009).

A adicdo de compostos nitrogenados ao meio de fermentacdo in vitro tem sido
sugerida por diversos autores (e.g., Pittman e Bryant, 1964; Silva e Queiroz, 2002).
Contudo, Tilley e Terry (1963) afirmaram que o indculo ruminal seria suficiente para o
fornecimento de compostos nitrogenados para os microrganismos. De forma ldgica,
entende-se que a dieta do animal doador do in6culo ndo devera apresentar deficiéncias
guanto a concentragao proteica.

Contudo, questiona-seeadicdo de ureia (i.e., compostos nitrogenados) durante os
procedimentos de incubacao in vitro devido a possivel reducdo do poder discriminatorio
entre as amostras avaliadas, principalmente por causar maior favorecimento a utilizacédo
microbiana de alimentos de menor qualidade.

Esta suposicao foi investigada por intermédio da avaliacdo das variancias residual
(repetibilidade) e entre amostras (poder discriminatorio). De acordo com os resultados
expressos na Fig. 1, a ureia causou decréscimo em ambas.

Em primeira instancia, a reducao causada sobre a variancia residual (incremento na
repetibilidade) parece constituir efeito positivo da ureia sobre os procedimentos
laboratoriais. Isto indica que pequenas variacfes aleatdrias entre repeticdes que
comprometiam de alguma forma a digestao foram amenizadas, tornando as avaliagdes mais
precisas. Contudo, a reducéo da variagdo ndo foi observada somente entre repeticdes, mas
também entre amostras avaliadas. Este aspecto constitui elemento negativo, principalmente
quando os sistemas in vitro séo utilizados visando a diferenciacdo entre alimentos no
tocante a sua qualidade. Este comportamento possivelmente ocorreu pelo fato da ureia
favorecer com maior intensidade a digestdo de amostras de menor qualidade, aproximando
os valores de digestibilidade daqueles observados com amostras de melhor qualidade. Isto
indica reducéo do poder de discriminacdo entre amostras e atribui aspecto negativo a adicdo

de ureia ao meio. Assim, técnicas in vitro aplicadas com o objetivo de se discriminar
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alimentos quanto a qualidade deveriam ser conduzidas sem a adicdo de ureia para que se
preserve o poder discriminatério do processo.

CONCLUSOES
Sistemas de avaliacdo de digestibilidade in vitro devem se basear na utilizacdo do
tampao de McDougall, recomendado por fornecer meios mais propicios ao crescimento
microbiano. Nestes casos, a solucdo tampéo de Kansas ndo € recomendada. A adicdo de
ureia modifica as condicbes de fermentacdo do meio, reduzindo o poder discriminatorio

entre amostras.
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CAPITULO 2

Efeitos associativos entre alimentos sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca e
da fibra em detergente neutro obtida por intermédio de fermentadora artificial
[Associative effects among feeds and their effects on the in vitro digestibility of dry matter

and neutral detergent fiber using artificial fermenter]

RESUMO - Objetivouseestudar os efeitos associativos entre forragens e entre foreagem
concentrados sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em
detergente neutro (DIVFDN). O estudo foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa,
foram avaliados os efeitos associativos entre cana-de-acglcar, silagem de milho e feno de
Tifton 85 em duas condi¢cdes de incubacédo (isolada ou em conjunto). Na segunda etapa,
foram avaliados os efeitos associativos da cana-de-acUcar incubada em conjunto com farelo
de soja e/oumilho sobre as estimativas de digestibilidade da cana-de-acMisar
digestibilidades in vitro foram avaliadas por intermédio de fermentadora artificial TE-150 e
filter bags de tecido nao-tecido, com uso da solucdo tampédo de McDougall. Na primeira
etapa, observou-se efeito associativo (P<0,05) entre forragem e condicdo de incubacgéo
(isolada ou em conjunto), com valores de DIVMS e DIVFDN superiores para cana-de-
acucar e inferiores para silagem de milho quando as amostras foram incubadas em
conjurto. N&o foi observado efeito associativo evidente (P>0,57) sobre as estimativas de
digestibilidade para as amostras de feno de Tifton 85 nas diferentes condigdes de
incubacdo Na segunda etapa, observou-se efeito associativo (P<0,05) entre forragem e
condicdo de incubacao, com reducdo das estimativas de digestibilidade quando a cana-de-
acucar foi incubada com milho. Nas condices de incubacdo daleagaear com farelo

de soja ou farelo de soja e milho, ndo foram observadas variacbes (P>0,05) na DIVMS e
DIVFDN. Conclui-se que a incubacdo de alimentos de forma conjunta, utilizando-se
fermentadoras artificiais, implica na ocorréncia de efeitos associativos, podendo alterar as
estimativas de digestibilidade in vitro dos alimentos.

Palavras-chave: analise de alimentos, digestdo ruminal, sistemas in vitro
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ABSTRACT - The aim of this study was to verify the associative effects among forages
and between forage and concentrates on the in vitro digestibility of dry matter (DMIVD
and neutral detergent fiber (NDFIVD). The study was divided into two steps. In the first
step, associative effects among sugarcane, corn silage and Tifton 85 hay under two
incubation conditions (isolated or together) were evaluated. In the second step, associative
effects between sugarcane and soybean meal and, or ground corn were eVHhesed.
evaluations were performed using an artificial fermenter TE-150, non-woven textile filter
bags, and McDougall buffer solution. In the first step, associative effect between sugarcane
and corn silage was observed (P<0.05) on both DMIVD and NDFIVD, where digestibilities
of sugarcane and corn silage were increased and descreased, respectivelly, when incubated
together. The samples of Tifton 85 hay did not present differences (P>0.57) on DMIVD
and NDFIVD when evaluated isolated or together with the other forages. In the second
step, associative effects between forage and concentrates were detected .(P<0.05)
Sugarcane digestibility was depressed (P<0.05) by incubation with ground corn, but it was
not affected when incubated with soybean meal or soybean meal and ground corn.
Therefore, it is concluded that there are associative effects feeds when in vitro digestibility
is evaluated using artificial fermenters.

Keywords: feed analysis, in vitro systems, ruminal digestion

INTRODUCAO

O método para obtencdo da digestibilidade in vitro dos alimentos sugerido por
Tilley e Terry (1963) esta baseado na incubacdo de amostras de forragens em tubos
contendo indculo ruminal e solugédo tampdao. Entretanto, o uso de fermentadoras artificiais
tem ganhado espago na andlise de alimentos por ser simples, rapido, de baixo custo e com
alta capacidade operacional (Adesogan, 2002).

A vantagem da alta capacidade operacional com o uso de fermentadoras baseia-se
na possibilidade de avaliagdo de diversas amostras simultaneamente (Lopes et al., 2010).

Contudo, a avaliacado conjunta de alimentos com caracteristicas quimicas distintas poderia
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provocar a ocorréncia de efeito associativo entre alimentos incubados no mesmo jarro de
fermentacao, influenciando na populagdo microbiana e, consequentemente, alterando as
estimativas da digestibilidade dos alimentos (Wilman e Adesogan, 2000; Adesogan, 2005;
Mould et al., 200b

As estimativas de digestibilidade in vitro podem ser enquadradas em dois principais
objetivos: predicdo da digestibilidade in vivo e avaliacdo comparativa entre alimentos
(Silva et al., 2017). Neste sentido, a ocorréncia de efeitos associativos entre alimentos
incubados em conjunto poderia afetar ambos os objetivos, por viesar as estimativas de
digestibilidade e alterar o ranqueamento de alimentos quanto as caracteristicas de
digestibilidade. Contudo, estudos conduzidos para avaliacdo da ocorréncia de efeitos
associativos entre alimentos em sistemas in vitro sdo escassos em condicdes tropicais.

Portanto, objetivou-se estudar a ocorréncia de efeitos associativos entre forragens e
entre forragem e concentrados sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e
da fibra em detergente neutro (DIVFDN) utilizando-se fermentadora artificial.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG.

O presente estudo foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa, avadiou-se
ocorréncia de efeitasociativo entre forragens com diferentes caracteristicas. Na segunda
etapa avaliou-saocorréncia de efeito associativo entre forragem e concentrados proteicos
e/ou energeéticos.

Para realizacdo da primeira etapa, trés amostras de forragens foram utilizadas: cana-
de-acucar, silagem de milho e feno de Tifton 85. Na segunda etapa, amostras de cana-de-
acucar, farelo de soja e fuba de milho foram utilizadas.

As amostras de carte-acucar e silagem de milho foram secas em estufa com
ventilacdo forcada (5%®). Posteriormente, todas as amostras foram processadas em
moinho de facas com peneira de porosidade de 1 mm e, em sequéncia, analisadas quanto

aos teores de matéria seca (MS; método INCT-CA G-003/1), proteina bruta (PB; método
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INCT-CA N-001/1) e fibra insolavel em detergente neutro (FDN; método INCT-CA F-
002/1), conforme métodos preconizados por Detmann et al. (2012).

Tabela 1. Estatisticas descritivas para os teores de proteina bruta (PB) e fibra em detergente
neutro (FDN) dos alimentos utilizados nos ensaios de digestibilidade in vitro

. PB FDN
Alimentos —
g/kg de matéria seca

Cana-de-acucar 30,2 585,9
Silagem de milho 79,3 561,7
Feno de Tifton 85 75,9 797,4
Farelo de soja 514,6 232,5
Fub& de milho 84,0 197,7

Na primeira etapa avaliou-se a DIVMS e a DIVFDN das forragens incubadas de
forma isolada ou em conjunto. Na segunda etapa, avaliou-se a DIVMS e a DIVFDN de
amostra de cana-de-acucar incubada de forma isolada ou em conjunto com farelo de soja
elou fubé de milho.

O periodo experimental teve duracdo de oito dias, em que cada etapa de incubacéo
foi conduzida durante quatro dias consecutivos, ou seja, duas baterias de 48 horas para cada
etapa. Cada bateria de incubacdo continha quatro jarros de fermentacéo, e cada jarro
recebeu 30 filter bags contendo 500 mg de amostra seca ao ar, distribuidos igualmente pelo
namero de alimentos contidos em cada jarro, e dois filter bags vazios representando o
branco.

As condi¢cbes de incubacédo foram distribuidas da seguinte forma: um jarro de
fermentacdo para cada forragem avaliada e outro contendo as trés forragens, totalizando
quatro jarros na primeira etapa. Para a segunda etapa também foram distribuidos quatro
jarros de fermentacdo: um contendo apenas cana-de-aglcar; outro com cana-de-acucar e
farelo de soja; outro com cana-dgtcar e milho; e outro contendo cana-de-acucar, farelo
de soja e milho, simultaneamente.

A solugcao tampao utilizada foi a de McDougall (1948) sem adicdo de ureia para
evitar o favorecimento a utilizacdo microbiana de alimentos de menor qualidsale. E

solucéo foi preparada 24 horas antes do inicio de cada bateria de incubacéo e acondicionada
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em sala climatizada (8€). O ajuste do pH da solucdo tampéao foi realizado via
borbulhamento de C{até atingir-se o valor de pH de 6,8.

O in6culo ruminal foi obtido de uma novilha fistulada no rimen. A dieta do animal
doador foi composta por cada-acucar e concentrado comercial com 22% de PB, sendo a
relacédo de volumoso:concentrado de 80:20 com base na MS. O animal teve acesso irrestrito
a agua e mistura mineral (90 g/kg de fosforo) e foi adaptado a dieta padréo por 14 dias
antes do inicio das coletas (Machado et al., 2016). Os procedimentos de fistulagdo e manejo
do animal doador foram conduzidos com aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigcosa (CEUAP, protocolo 0§1/2016

A digesta ruminal (liquido e solido) foi coletada em varios pontos da interface
liquido-sdlido do ambiente ruminal imediatamente antes do inicio de cada bateria de
incubacdo. Logo apos a coleta, a digesta foi transferida para o interior de gamaifasté
pré-aquecidas a temperatura dé@9Posteriormente, a digesta ruminal foi acondicionada
em liquidificador, o qual foi mantido em sala climatizada®(39 para homogeneizar as
fases liquida e sodlida por 30 segundos. Em seguida, o material foi filtrado em quatro
camadas de gaze em frascos erlenmeyer de 2 L, também mantidos em sala climatizada.
Todo processo de obtencédo, transporte, homogeneizacdo e filtragem do indculo foi
realizado cerca de 20 minutos antes do inicio das incubacgdes.

Os ensaios de digestibilidade in vitforam realizados por intermédio de
fermentadora artificial TE-150 (Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba, SP, Brasil) e
filter bags confeccionados com tecido n&o-tecido (66) nas dimensdes de 4 x 4,5 cm,
selados a quente, lavados e pesados para quantificagcdo da tara, conforme descrito por
Detmann et al. (2012).

Apds o acondicionamento dos filter bags nos jarros de fermentagcdo, foram
adicionados 400 mL de in6culo ruminal e 1600 mL de solug¢do tampéo (relagéo 1:4 in6culo
e solucdo tampao). O espaco livre dos jarros foi saturado cogn Se@do, os jarros
fechados e acondicionados no interior da fermentadora artificial previamente aquecida a
39°C.

Os filter bags foram mantidos por 48 horas na fermentadora artificial. Apos esse

periodo, foram retirados e imediatamente lavados com agua destilada quente (temperatura
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superior a 9%C), exercendo-se leve pressao manual para retirada dos gases nesses contidos.
Em seguida, os filter bags foram secos°(824 horas seguido de 1WY16 horas) e
pesados, obtendo-se o residuo aparentemente nao digeki® da

Para avaliagdo da DIVFDN, os filter bags foram acondicionados em coletores
universais autoclavaveis (120 mL), sendo adicionados 80 mL de solu¢do de detergente
neutro ¢ 500 puL de a-amilase termoestavel (Termamyl 2X, Novozymes). Os coletores
contendo os filter bags foram autoclavados {025 hora) segundo método descrito por
Detmann et al. (2012; INCT-CA F002/1). Posteriormente, os mesmos foram lavados com
agua destilada quente (temperatura superiof@)%é a completa remocédo do detergente
e acetona. Apds a lavagem, os filter bags foram secé&/@&bhoras seguido de 1UH16
horas) e pesados para obtencéo do residuo néo digeriddNda FD

A DIVMS e a DIVFDN (D, g/kg) foram obtidas pela equacéo:

p-M-(R=B) 1000 ():
M

em que: M = massa de MS ou FDN incubada (g); R = residuo néo digerido de MS ou FDN
(9); B =residuo de MS ou FDN obtido nos filter béigsnco” (g).

AvaliacGes dos valores de pH e concentracdo de nitrogénio amoniacgl dalH
mistura inéculo ruminal e solucdo tampao foram realizadas no inicio e ao final do periodo
de incubacao em cada jarro dentro de cada bateria. As aliquotas foram filtradas em camada
tripla de gaze e acondicionadas em tubos Falcon. Em seguida, os valores de pH foram
aferidos com auxilio de potenciébmetro digital. Adicionou-se 1 mL de solucdoSie; H
(500 mL/L) em cada tubo, sendo estes refrigerédids) para posterior andlise de blplor
intermédio de reacdo colorimétrica catalisada por indofenol, conforme sugerido por
Detmann et al. (2012; método INCT-CA N-006/1).

Para a etapa de avaliacdo da ocorréncia de efeitos associativos entre forragens, os
valores de DIVMS e DIVFDN foram interpretados por intermédio de analise de variancia

utilizando-se o procedimento MIXED do SAS 9.4, conforme o modelo:

Yiu =u+F +C, +FC; + B, +¢, (2);
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em que: Yk = valor observado na aliquota | da forragem i, na condicdo de incubacéao j, na
bateria k; p = constante geral;Fefeito da forragem i (fixo); G efeito da condicao de
incubagéo j (isolada ou em conjunto; fix&)C; = efeito de interacdo de forragem e
condicdo de incubagéo (fixo)xB- efeito da bateria de analise k (aleatgre j = erro
aleatorio, niio observavel, pressuposto NID (0; 62).

Para o caso da etapa de avaliacdo da ocorréncia de efeitos associativos entre
forragem e concentrados, os valores da DIVMS e da DIVFDN da forragem foram avaliados
por andlise de variancia segundo o modelo:

Yi =u#+C + B +é&y 3

em que: Yk = valor observado na aliquota k, na condi¢do de incubacéo i, na bateria j; 4 =
constante geral;iG efeito da condicao de incubacao i (isolada, com milho, com farelo de
soja ou com milho e farelo de soja; fixo);Befeito da bateria de analis@leatorio); ¢ €ijx

= erro aleatdrio, ndo observavel, pressuposto NID (0; 62).

ApGs a realizagdo das analises de variancia, procedeu-se a avaliacdo do
comportamento dos residuos. Os valores observados que apresentaram distancia de
verossimilhanca restrita superior a 1,0 foram considerados outliers, sendo posteriormente
retirados do banco de dados. Logo em seguida, novas analises de variancia foram
realizadas

Para o caso da ocorréncia de interacdes significativas no modelo (2), os
desdobramentos foram realizados por intermédio da op¢do SLICE do procedimento
MIXED. Para o caso de ocorréncia de efeitos significativos de condi¢cdes de incubagcdo no
modelo (3), as comparacdes entre condi¢cdes foram realizadas por intermédio do teste de
Bonferroni. Adotou-sex = 0,05.

ApoOs a realizacdo das analises de variancia dos modelos completos (Equactes 2 e
3), um segundo conjunto de analises de variancia foi realizado, em separado para cada
etapa de avaliacdo e condicdo de incubacéo, para mensuracdo da variacdo residual
especifica de cada alimento/condigédo de incubacédo, conforme o modelo:

Y; =p+B gy (4);
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em que: Y = valor observado na aliquota j, na bateria i; 4 = constante gerakfBito da
bateria de analise i (aleatorio); &j = erro aleatdrio, ndo observével, pressuposto NID (0; 62).
As estimativas de variancia residuaﬂf]{ foram obtidas pelo método da maxima

verossimilhanca restrita.
A repetibilidade padronizada em funcdo da média foi calculada como:

[~2
O-e

r=——-x100 (B

<

em que: r = repetibilidade padronizada em funcédo da médiaéé%)variéncia residual; e

Y = valor médio de digestibilidad
Os valores inicis e finds de pH e concentracdo d¥Hz foram expressos

descritivamente.

RESULTADOS

Nado foram observadas variacbes entre as baterias de analises (P>0,05) para
nenhuma variavel avaliada neste estudo.

Na avaliacdo da ocorréncia do efeito associativo entre forragens, observou-se
interacéo entre forragem e condicao de incubacao (P<0,05) para DIVMS e DIVFDN (Tab.
2). O estudo deste efeito permitiu evidenciar que os valores de DIVMS e DIVFDN da cana-
de-acucar apresentaram-se superiores (P<0,02) quando as amostras foram incubadas em
conjunto com as demais forragens, ao passo queapsitagem de milho foi verificada
reducdo da digestibilidade (P<0,01) quando esta foi incubada em conjunto com as demais
forragens. A digestibilidade do feno @dton 85 nao foi afetada (P>0,57) pelas condi¢cdes
de incubacéo.

Na avaliacdo da ocorréncia de efeito associativo entre forragem e concentrados
verificou-se que tanto a DIVMS como a DIVFDN da cana-de-agucar ndo forandadtera
(P>0,05) com a incubac&o conjunta com farelo de soja ou com farelo de soja e milho
simultaneamente (Tab.3). Contudo, a incubagdo com milho reduziu (P<0,05) as estimativas

de digestibilidade da forragem.
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Em geral, na avaliagdo da ocorréncia do efeito associativo entre forragens, as
repetibilidades da DIVMS e DIVFDN foram melhoradas quando a desagtcar e
silagem de milho foram avaliadas em conjunto (Fig. 1). Contudo, os valores de
digestibilidade do feno de Tifton 85 apresentaram melhor repetibilidade quando avaliados

de forma isolada (Fig. 1)

Tabela 2. Médias de minimos quadrados (+ erro padrdo da média) e niveis descritivos de
probabilidade dos valores de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS, g/kg) e fibra
em detergente neutro (DIVFDN, g/kg) para as amostras de forragens em funcéo da
condicdo de incubacéo

Condicao de incubagéao?

Forragens Isolado Conjunto Valor P
DIVMS

Cana-de-acucar 574,1+20,20 599,8+21,29 0,007

Silagem de milho 665,5+20,21 624,7+21,29 <0,001

Feno de Tifton 85 551,8+20,25 556,8+21,29 0,599
DIVFDN

Cana-de-acucar 347,1+21,37 376,7+23,09 0,019

Silagem de milho 502,6+21,34 441,8+23,09 <0,001

Feno de Tifton 85 508,2+21,42 501,2+23,09 0,577

*Isolado: forragens incubadas separadamente; Conjunto: forragens inceiadagunto.

Na avaliagdo da ocorréncia de efeito associativo entre forragem e concentrados, as
repetibilidades para as estimativas da DIVMS da forragem apresentaram-se semelhantes
(Fig. 2). Contudo, houve influéncia sobre as repetibilidades para a DIVFDN, observando-se
melhoria desta caracteristica quando a chr@clcar foi avaliada em conjunto com o
farelo de soja e maior variacdo aleatéria (menor repetibilidade) quando avaliada em
conjunto com milho, associado ou néo ao farelo de soja (Fig. 2).

Os valores de pH inicial e final na avaliacdo do efeito associativo entre forragens
apresentaram-se semelhantes (Tab. 4). Em termos de concentracdes finais de NH
verificou-se que o valor médio obtido com a incubacgéo conjunta foi inferior a todos os
valores obtidos com incubacdes das forragens isoladamente.

Na avaliagdo da ocorréncia de efeito associativo entre forragem e concentrados,
verificou-se pH final mais elevado com a incubacéo da cana-de-agucar em conjunto com

farelo de soja (Tab. 4). Para as concentracdes finais defdfim observados maiores
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valores finais com a adicao de farelo de soja ao ambiente de incubacao. A alta concentragéo
final de NH verificada com a incubacdo da cana-de-acUcar com farelo de soja parece
constituir a possivel causa do maior pH final observado para esta condicdo de incubacéo
(Tab. 4).

Tabela 3. Médias de minimos quadrados (+ erro padrdo da média) e niveis descritivos de
probabilidade dos valores de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e fibra em
detergente neutro (DIVFDN) para a amostra de cana-de-agucar incubada de forma isolada
ou em conjunto com concentrados

Condicao de incubacgao DIVMS? DIVFDN?
Cana + Farelo de soja + Milho 659,8+21,632 422,2+31,492
Cana + Farelo de soja 651,4+21,232 418,1+31,012
Cana + Milho 614,8+21,23b 370,3+31,07b
Cana-deacucar 641,4+20,992 407,030,622

"Médias na coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05).

DISCUSSAO

Efeitos associativos ocorrem quando a digestibilidade aparente de uma mistura de
alimentos mostra-se diferente da soma ponderada das digestibilidades dos alimentos
avaliados individualmente (Huhtanen, 1991). Neste sentido, entende-se que as avaliagdes
conduzidas neste trabalho evidenciam a ocorréncia de efeitos associativos entre forragens e
entre forragem e concentrados sobre a digestibilidade da MS e da FDN.

Em consonancia com os resultados aqui obtidos, diversos pesquist@iores
apontado diferencas em caracteristicas de digestibilidade de alimentos incubados em
separado e em conjunto em sistemas in vitro, tanto com alimentos produzidos em condi¢des
temperadas (Moss et al., 1992; Wilman e Adesogan, 2000) como em condi¢des tropicais
(Lopes et al., 2010; Ramin et al., 2016).

Segundo Detmann et al. (2008), a digestibilidade ruminal efetiva de um alimento é
resultante de seu potencial de digestéo (caracteristica intrinseca ao proprio alimento) e do
meio (ambiente ruminal). Por meio entende-se todos os fatores que afetam a atividade dos
sistemas enziméaticos microbianos. Embora parte do meio seja definida pelo animal, parte é
influenciada pelo proprio alimento, pois este € fornecedor de substratos para o crescimento

microbiano. No caso de misturas de alimentos, grande parte das condicdes de meio sera
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determinada pela interacdo mutua entre os componentes dos diferentes alimentos (Detmann
et al., 2008). Para o caso de sistemas in vitro fechados com um Unico animal doador, como
utilizado neste estudo, as caracteristicas de meio entre as diferentes condi¢des de incubacéo

seriam em quase totalidade afetadas pelos alimentos em si.

Silagem

Conjunto

2 o Isolado 6,8
&2
L
E B Conjunto 9,5
o Isolado 5,6
=
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= Isolado 11,5
&
7=  Conjunto 8,0
= o Isolado 2.8
SH-
E B Conjunto 12,5
o Isolado 11,7
=
©  Conjunto 8,7
0 2 4 & 8 10 12 14

Repetibilidades %o

Figura 1. Repetibilidades padronizadas das DIVMS e DIVFDN em fun¢do das condicGes
de incubacdo na avaliagdo do efeito de interagdo entre forragens (Isolado: forragens
incubadas separadamente; Conjunto: forragens avaliadas em conjunto).

As causas para ocorréncia do efeito associativo entre alimentos séo plurais, podendo
se manifestar de forma positiva ou negativa (Huhtanen, 1991). Evidéncia de efeito
interativo positivo foi verificada sobre a DIVMS e a DIVFDN da cana-de-agUcar, as quais
foram elevadas pela incubacdo em conjunto com as demais forragens. de-egiaar
constitui forragem com baixo teor de compostos nitrogenados. Assim, sob restricdo de
substratos nitrogenados para 0 crescimento microbiano, ocorrem limitacdes quanto a

degradacdo microbiana da fibra (Detmann et al., 2009) e consequente reducédo da
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digestibilidade. Ao ser incubada em conjunto com forragens de maior concentracao
proteica, propiciou-se maior disponibilidade de nitrogénio para 0 crescimento microbiano,

com consequente ampliacdo da DIVMS e da DIVFDN da cana-de-acgucar.

C+Fs +M

C+ Mi

DIVMS

I

C+FS

C

C+FS+M — 10,5
C+M — 9,3
C+F8 — 8,1

C — 8,9

Repetibilidades %o

DIVFDN

Figura 2. Repetibilidades padronizadas das DIVMS e DIVFDN em fungéo das condi¢des
de incubacédo na avaliacdo do efeito de interacao entre forragem e concentrad& «{C + F
M: canade-aqicar, farelo de soja e milho; C + M: cat@acucar e milho; C + FS: cana-
de-acucar e farelo de soja; C: cana-de-agucar).

Por outro lado, os resultados aqui obtidos indicam que os efeitos associativos podem
se manifestar de forma positiva e negativa simultaneamente. A despeito da melhoria da
digestibilidade da cande-acucar, a incubacdo em conjunto reduziu a DIVMS e a DIVFDN
da silagem de milho. Neste caso especifico, a incubacdo conjunta ampliou a diversidade de
fontes de carboidratos no meio. Nestas condi¢cdes, algumas espécies microbianas podem
alterar a fonte prioritaria de carboidrato para crescimento (Russell e Baldwin, 1978),
reduzindo a degradacéo de algumas fontes de carboidratos que antes seriam consideradas
como fonte priméria para crescimento. Por outro lado, a adicdo de carboidratos de rapida
fermentacdo pode favorecer o crescimento de determinados grupos microbianos com maior

capacidade competitiva por substratos no meio (Carvalho et al., 2011). Indicativo de maior
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competicdo com a incubacao conjunta das forragens foi verificada pela menor concentragao
final de NH; nestas condicbes. Ambas as afirmacdes podem estar relacionadas ao alto teor
de sacarose na cadeaclUcar, o que parece ter afetado negativamente a utilizacdo
microbiana da silagem de milho. Segurtithtanen (1991), a depressao da digestibilidade

da fibra tende a ser maior em forragens de melhor qualidade.

Tabela 4. Valores médios iniciais e finais para pH e concentracdo geaktas diferentes
condicdes de incubacao

Condic&o de incubacac pH inicial pH final Nﬁé?&iﬁ | l\(lrlj];}‘(ljnl_a;l
Forragens
Cana-de-acucar 7,01 6,76 0,47 5,73
Silagem de milho 6,99 6,77 0,62 6,27
Feno de Tifton 7,00 6,72 0,29 4,03
Cana + Silagem + Feno 6,99 6,70 0,66 3,72
Forragem + Concentrados
Cana-de-acucar 6,90 6,63 2,17 3,69
Cana + Farelo de soja 6,92 6,86 2,04 13,59
Cana + Milho 6,93 6,61 2,54 4,05
Cana + Farelo de soja + 6.01 6.69 1,90 8.12

Milho

Adicionalmente, forragens que sofreram efeito associativo evidente (silagem de
milho e canade-aclUcar) passaram a apresentar menor variabilidade entre repeticoes,
indicando, a despeito da alteracdo na digestibilidade, maior homogeneidade na acéo
microbiana sobre as amostras com a incubacdo conjunta. No entanto, embora a
digestibilidade do feno de Tifton 85 ndo tenha apresentado efeitos interativos evidentes,
verificou-se reducdo na repetibilidade, ou seja, maior variabilidade entre replicatas no
tocante a ac¢do microbiana quando incubada em conjunto. Isto indica que o efeito
associativo parece afetar de forma diferenciada os alimentos, podendo causar efeitos de
natureza diversa, incluindo a perda de precisdo em alguns casos. De forma légica, entende-
se que, sendo o meio de incubacdo determinado pelas caracteristicas dos alimentos
avaliados (Detmann et al., 2008), o efeito interativo podera se manifestar de forma diferente
dependendo da combinacéo de alimentos.
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Deve ser ressaltado que o efeito associativo aqui avaliado & caracteristico de
fermentadoras artificiais, cuja incubacdo de amostras ocorre em ambiente coletivo. Assim,
tais efeitos ndo seriam caracteristicos do método proposto por Tilley e Terry (1963), no
qual as amostras sédo incubadas em frascos individuais. Segundo Wilman e Adesogan
(2000), este efeito seria atribuido ao escape de material solivel das amostras, 0 que
influenciaria a populag&o microbiana no meio coletivo de incubagéo.

Efeitos associativos negativos foram também verificados com a incubacao conjunta
de cana-de-acucar e milho. A inibicdo da digestdo da cana-de-acucar pela pilesenca
milho caracteriza a ocorréncia do “efeito carboidrato”, 0 qual € caracterizado pela reducdo
da atividade fibrolitica com a adicdo de carboidratos ndo fibrosos de rapida fermentacéo,
principalmente amido. Sua causa parece envolver a competicdo por nutrientes essenciais
entre grupos de espécies microbianas, resultando em maior proliferacdo dos
microrganismos que degradam amido (Mould et al., 1983; Costa et al., 2009; Carvalho et
al., 201). A reducdo ou minimizacdo do efeito carboidrato € conseguida com o
fornecimento de compostos nitrogenados em quantidade e com perfil adequado ao processo
fermentativo ruminal (Costa et al., 2009), o que justifica a ndo observacao de reducédo na
digestibilidade da cana-de-acucar quando farelo de soja foi adicionado ao meio, mesmo
com a presenca de milho.

As estimativas de digestibilidade in vitro podem ser enquadradas em dois principais
objetivos: predicdo da digestibilidade in vivo e avaliacdo comparativa entre alimentos
(Silva et al., 2017). Para o caso da predicdo de digestibilidade, a ocorréncia dos efeitos
associativos observada neste estudo alerta que estimativas mais verossimeis in vitro com o
uso de fermentadoras artificiais poderiam ser obtidas com a incubac¢do conjunta de todos os
alimentos componentes da dieta em propor¢cdes similares ao que seria utilizado in vivo
Neste sentido, estudos envolvendo avaliagBes simultaneas eiwvivitro sdo sugeridos.

Por outro lado, a influéncia matua entre as forragens aqui avaliadas indica que o
processo de discriminacdo entre amostras no tocante a digestibilidade pode ser
comprometido com a incubacdo em conjunto. Contudo, mais estudos, com maior nimero

de alimentos, sao sugeridos para melhor compreensao deste efeito.
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CONCLUSOES

A incubagéao de diferentes alimentos de forma conjunta com o uso de fermentadora
artificiais implica na ocorréncia de efeitos associativos, o que pode alterar as estimativas de

digestibilidade da matéria seca e dos compostos fibrosos.
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