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RESUMO

CASALI, André Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2006
Procedimentos metodoldgicos in situ na avaliacdo do teor de compostos indigestiveis
em alimentos e fezes de bovinos. Orientador: Edenio Detmann. Co-Orientadores:
Sebastido de Campos Valadares Filho e José Carlos Pereira.

A presente dissertagdo foi elaborada com base em dois experimentos relacionados a
avaliacdo dos teores de compostos indigestiveis em alimentos e fezes bovinas. No primeiro
experimento, objetivou-se avaliar os teores de fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi)
obtidos por procedimento in sSitu e a perda de particulas fibrosas em meio aquoso de alguns
alimentos para ruminantes por intermédio de sacos de diferentes tecidos. Avaliou-se,
concomitantemente a estrutura fisica dos tecidos utilizados. Os alimentos avaliados foram:
farelo de trigo (FT), casca de soja (CS), silagem de milho (SM) e feno de capim-braquidria
(FB). Foram avaliados os tecidos: nylon (50 um); F57 (Ankon®); e tecido ndo-tecido (TNT —
100 g/m?). Os alimentos foram moidos (1 mm) e acondicionados em sacos de dimensao de 4 x
5 cm (6 amostras/tecido), obedecendo-se a relagio de 20 mg de matéria seca/cm” quadrado de
superficie. Os sacos foram incubados por 144 horas no rimen de uma vaca alimentada com
dieta mista (30% de concentrado). Posteriormente, os sacos foram retirados, lavados em agua
corrente at¢ o total clareamento, e tratados com detergente neutro, sendo o residuo
considerado como FDNi. Verificou-se similaridade entre os teores de FDNi obtidos com TNT
e F57 (P>0,05), sendo estes superiores aos obtidos com nylon (P<0,05) para os alimentos FT,
CS e SM. Para FB, os teores diferiram entre todos os tecidos (P<0,05), sendo os maiores
valores observados para F57, os menores para o nylon, tendo o TNT apresentado posi¢ao
intermedidria. A perda de particulas fibrosas em meio aquoso foi avaliada por intermédio da
lavagem dos sacos contendo os alimentos em agua (39°C) (10 amostras/tecido). Verificou-se
perda de particulas (P<0,05) quando empregado o nylon como ambiente para avaliagdo das
amostras, corroborando os menores teores de FDNi obtidos com este tecido. Observou-se, por
intermédio de microscopia eletronica de varredura, que a perda de particulas para o nylon
deve ser atribuida a estrutura do tecido e ndo a possiveis danos causados durante os processos
de incubacdo e extragdo com detergente. No segundo experimento, objetivou-se avaliar a

influéncia do tempo de incubagdo in situ e da estrutura de particulas sobre as estimativas das
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fracdes indigestiveis da matéria seca (MSi), da fibra em detergente neutro (FDNi) e da fibra
em detergente acido (FDAI1). Avaliaram-se amostras de: fuba de milho, casca de soja, farelo
de trigo, farelo de soja, farelo de algodao, silagem de milho, capim-elefante, cana-de-agucar,
feno de capim-braquiaria, palha de milho, fezes de bovinos alimentados com alto ou baixo
nivel de concentrados na dieta. As amostras foram processadas em moinho com peneiras de
porosidade 1, 2 ou 3 mm, sendo acondicionadas (20mg de matéria seca/cm? de superficie) em
sacos de tecido ndo-tecido (lOOg/mz) de dimensdo 4 x 5 cm. Os materiais foram divididos em
trés grupos, sendo cada grupo incubado no rumen de 3 novilhas mesticas (Holandés x Zebu).
O procedimento de incubacgao foi repetido por trés vezes, sendo que, a cada periodo procedeu-
se a incubagdo dos grupos em animais distintos. Foram utilizados os tempos: 0, 12, 24, 48, 72,
96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas. Os teores de MSi, FDNi e FDAi foram
avaliados seqiiencialmente, sendo os perfis de degradacdo interpretados por intermédio de
modelo logistico ndo-linear. Verificou-se auséncia de efeito do tamanho de particula sobre as
estimativas de MSi, FDNi e FDAi (P>0,10). Em relacdo aos efeitos dos tamanhos de
particulas sobre a velocidade de degradagdo, verificaram-se efeitos significativos (P<0,10)
para a silagem de milho e fuba de milho no tocante a MS; cana-de-agucar, silagem de milho e
palha de milho para a FDN; e cana-de-agucar para a FDA. Para estas amostras, o tamanho de
particula associou-se positivamente ao tempo necessario para se estimar a fracao indigestivel.
Tempos de incubagdo de 240 horas para MS e FDN e de 264 horas para FDA sdo
recomendados para que se obtenham estimativas exatas das fragdes indigestiveis. O uso de

particulas com 2 mm ¢ recomendado em fun¢do da maior precisdo das estimativas.
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ABSTRACT

CASALI, André Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2006.
Methodological procedures for in situ evaluation of indigestible compounds contents
in cattle feeds and feces. Adviser: Edenio Detmann. Co-Advisers: Sebastido de Campos
Valadares Filho and José Carlos Pereira.

This dissertation was elaborated based on two experiments related to evaluation of
indigestible compounds in cattle feeds and feces. In the first experiment, the aim was to
evaluate the contents of in situ indigestible neutral detergent fiber (iNDF) and the fibrous
particles lost in aqueous environment in some ruminant feeds by using bags made with
different textiles. The physical structure of the textiles was too evaluated. Samples of wheat
bran (WB), soybean hulls (SH), corn silage (CS), and signal grass hay (SGH) were used. The
bags for rumen incubation were made with nylon (50 pum); F57 (Ankon®); e non-woven
textile (NWT — 100 g/m?). The feed samples were ground (1 mm) and put in the bags (4 x 5
cm) (6 bags/textile), according to relationship 20 mg of dry matter/cm® of surface. The bags
were incubated in the rumen of a cow fed with a mixed diet (30% of concentrate) during 144
hours. After that, the bags were cleaning with tap water and treated with neutral detergent.
The residue was assumed as iNDF. The iNDF contents in WB, SH and CS were similar for
F57 and NWT (P>.05), being the results lower when nylon was used (P<.05). For the SGH
samples all textiles produced different results (P<.05) being the lower contents obtained with
nylon. The fibrous particles lost in aqueous environment was evaluated by cleaning the bags
in warm tap water (39°C) (10 bags/textile). The particles lost was significant for nylon
(P<.05). This lost could be considered the cause of lower iNDF contents obtained by using
nylon textile, once the microscopic evaluation did not show that rupture of textile occurred
during incubation or neutral detergent extraction. In the second experiment, it were evaluated
the effects of in situ incubation time and structure of particles on the estimates of indigestible
fractions of dry matter (iDM), neutral detergent fiber (iINDF), and acid detergent fiber (iADF).
Samples of corn grain, wheat bran, corn silage, elephant grass, sugarcane, signal grass hay,
corn straw, and feces obtained from cattle fed high and low concentrate diets were used. The

samples were ground through 1 mm, 2 mm, and 3 mm screen sieve and put in 4 X 5 cm non-
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woven textile bags (20 mg of dry matter/cm? of surface). The samples were divided in three
groups, being each group incubated in the rumen of a crossbred heifer. The incubation
procedure was conducted three times with the change of groups among animals. It were used
the following incubation times: 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240, and 312
hours. The contents of iDM, iNDF, and iADF were evaluated sequentially in each bag. The
degradation profiles were interpreted by a non-linear logistic model. The size of particles did
not influence the estimates of iDM, iNDF, and iADF (P>.10). On the other hand, the particles
size has altered (P<.10) the rumen degradation dynamic rates of DM for corn silage and corn
grain; of NDF for sugarcane, corn silage, and corn straw; and ADF for sugarcane. For those
samples, the particle size has been positively associated with the incubation time necessary to
estimate de indigestible fraction. Incubation times of 240 hours for DM and NDF, and 264
hours for ADF were suggested for obtaining accurate estimates of indigestible fractions. The

use of 2 mm particle size can increase the precision of estimates.
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Introducéo Geral

Grande parte das linhas de pesquisa na area de nutricdo de ruminantes centram-
se sobre a busca de alternativas para avaliar o valor nutricional de alimentos e/ou dietas,
visando a obtencdo de estimativas exatas e precisas da disponibilidade de nutrientes e
atributos nutricionais, associando-se redu¢do de custos e de labor aos procedimentos
experimentais.

A digestibilidade ¢ reconhecidamente um dos principais parametros do valor
nutritivo. Por definicao nutricional, a digestibilidade aparente de um alimento ou dieta
compreende a fracdo ingerida que ¢ aparentemente absorvida durante a passagem pelo
trato gastrintestinal. Contudo, em contexto pratico, a estimagdo de parametros de
digestibilidade dietética tem como ponto inicial a obtencdo de seu complemento, ou
seja, a indigestibilidade, por¢ao ingerida ndo aproveitada durante a passagem pelo trato
gastrintestinal (Detmann et al., 2004), naturalmente representada pelas fezes excretadas
pelo animal.

Todavia, a obten¢do de estimativas de excregdo fecal via coleta total de fezes,
notadamente em bovinos, constitui processo dispendioso, requerendo controle rigoroso
da ingestdo e excrecdo didrias, carecendo, ainda, de adaptacdo dos animais as gaiolas e
as bolsas coletoras, causando desconforto e interferéncia no comportamento, tornando-
se inviavel em algumas situagdes, como por exemplo, em ensaios de pastejo (France et
al., 1988; Moore & Sollemberger, 1997).

Alternativamente, tém-se proposto métodos indiretos para estimagdo de
parametros de digestibilidade e excre¢do fecal, destacando-se entre esses o método dos
indicadores, o qual apresenta vantagens sobre a coleta total de fezes, a exemplo da
simplicidade e conveniéncia de utilizagdo, podendo proporcionar informagdes
adicionais, incluindo-se a quantidade ingerida de alimentos ou nutrientes especificos, a
taxa de passagem da digesta por diferentes segmentos do trato gastrintestinal e a
digestibilidade total ou parcial do alimento, dieta ou nutriente especifico (Berchielli et

al., 2000).



Um indicador consiste de substancia ou composto empregado para monitorar
aspectos fisicos ou quimicos da digestdo. Este pode ser de natureza externa (exdtico aos
componentes da dieta), ou interna (constituinte dos alimentos) (Detmann et al., 2004).
As bases para sua aplicagdo residem sobre o fato de que, a medida que o alimento
transita pelo trato gastrintestinal, a concentragdo do indicador aumenta
progressivamente em funcdo da remocdo de componentes da digesta por digestdo e
absorcao (Astigarraga, 1997).

Contudo, para que um indicador seja considerado ideal, este ndo deve ser
absorvido, ou deve ter digestibilidade constante e conhecida; ndo deve afetar ou ser
afetado pelo trato gastrintestinal ou sua populacdo microbiana; deve fluir paralelamente
ou ser fisicamente similar ou se associar intimamente com o material a ser avaliado; e
deve possuir um método de quantificagdo rapido e preciso. Nenhum indicador preenche
todos estes requisitos, aceitando-se que o grau de tolerancia do erro possa diferir de
acordo com a variavel a ser mensurada (Owens & Hanson, 1992).

Dentre os indicadores externos, diferentes elementos, na forma de sais ou
oxidos, sdo empregados. Contudo, o cromo em sua valéncia 3+, na forma de 6xido
crémico (Cr,03), ¢, sem duvida, o indicador mais amplamente utilizado na obteng¢do
indireta de estimativas dos parametros da digestdo, principalmente por apresentar as
vantagens de ser facilmente incorporado a dieta, ser analisado com relativa facilidade e
apresentar baixo custo (Detmann et al., 2004). No entanto, varios problemas tém sido
relatados na literatura com relacdo ao uso do 6xido crémico, como incompleta mixagem
com a digesta ruminal (Coelho da Silva et al., 1968), passagem mais rapida pelo raimen
que o material fibroso (Van Soest, 1994) e possibilidade de acimulo em alguma parte
do trato digestivo, com posterior excre¢do, gerando concentragdes médias
superestimadas na digesta ou fezes (Schneider & Flatt, 1975, citados por Pereira et al.,
1983).

Em contrapartida aos indicadores externos, os indicadores internos apresentam
naturalmente algumas das principais caracteristicas dos indicadores ideais; entre essas a
auséncia de influéncia negativa sobre os sistemas digestivos animal e microbiano, uma
vez que sao constituintes naturais dos alimentos.

Entre os indicadores internos utilizados em ensaios com ruminantes, destacam-
se alguns componentes da fracao fibrosa dos alimentos, como as fragdes quimicas fibra
em detergente neutro indigestivel (FDNi) e fibra em detergente acido indigestivel

(FDAI1) (Penning & Johnson, 1983; Cochran et al., 1986; Lippke et al., 1986; Krysl et



al., 1988; e Resende et al., 1996) e a fragdo fisica matéria seca indigestivel (MSi)
(Huhtanen et al., 1994; Detmann et al., 2001).

Estes indicadores podem ser utilizados tanto na estimag¢do da producdo fecal,
como na obtencdo de estimativas dos coeficientes de digestibilidade e ingestdo de
alimentos (Penning & Johnson 1983; Lippke et al., 1986; Resende et al., 1996; Ferret et
al. 1999; e Berchielli et al., 2000).

Detmann et al. (2001), ao avaliarem os indicadores internos FDAi, FDNi e MSi
na estimagdo do consumo por bovinos em pastejo, verificaram que a FDNi e a MSi
produziram as melhores alternativas para a avaliacdo indireta da digestibilidade da dieta
e do consumo de matéria seca, enquanto os valores obtidos pela FDA1 apresentaram
comportamento varidvel e superior aos valores obtidos com FDNi e MSi.

De outra forma, Piaggio et al. (1991) relataram problemas com o uso da FDAI,
obtida ap6s incubagio in situ como indicador interno. No entanto, ftavo (2001) estimou
a digestibilidade aparente de gramineas através de indicadores internos FDNi e FDAi e
verificou diferengas significativas entre os indicadores para dietas a base de feno de
capim Tifton 85, relatando maior precisao para FDAI.

Berchielli et al. (2000) afirmaram que a FDNi e FDAIi apresentaram resultados
semelhantes aos da coleta total de fezes ao conduzirem ensaio de digestdo com bovinos.
Porém, Huhtanen et al. (1994) ao avaliarem a utiliza¢do dos indicadores internos MSi,
FDNi e FDAI na predicao da digestibilidade total de seis diferentes dietas em bovinos
evidenciaram que nenhum dos indicadores apresentou resultados considerados
plenamente satisfatorios.

Freitas et al. (2002) compararam os indicadores internos FDNi e FDA1 obtidos
apo6s 144 horas de incubagdo in vitro e in situ para estimar a produgdo fecal e o fluxo
duodenal de matéria seca (MS) em novilhos confinados. Os valores estimados de
producdo fecal, quando associados aos dados de digestibilidade para estimacdo do
consumo e sua compara¢gdo com o valor obtido por pesagem direta do total de fezes
excretado, permitiram inferir que o indicador mais adequado foi a FDAI.

Detmann et al. (2007), objetivando avaliar a recuperagdo dos indicadores
internos MSi, FDNi e FDAi1 em ensaio de digestdo com ovinos observaram vicios
associados a todos os indicadores; contudo, esses somente mostraram-se significativos
para a FDAIi, o que foi atribuido & menor concentracdo relativa deste indicador em
alimentos e fezes. Ao dissertarem sobre este comportamento, os autores afirmaram que

parte dos resultados insatisfatorios quanto a recuperagdao de indicadores internos



poderiam ser atribuidos a diferencas na estrutura das particulas de alimentos e fezes.
Isto poderia conduzir a resultados divergentes quanto ao consumo e excrecdo dos
indicadores caso os métodos de estimacdo de concentragdo sejam aplicados de forma
inadequada.

As concentracdes dos indicadores internos supracitados em amostras de
alimentos e fezes podem ser obtidas por procedimentos in situ (itavo, 2001; Freitas et
al., 2002; e Albertini et al., 2005) ou in vitro (Lippke et al., 1986; Berchielli et al., 2000;
e Freitas et al., 2002). Nestes procedimentos, a fibra excretada nas fezes ndo representa
por si a fracdo indigestivel, fazendo-se necessaria a incubagdo conjunta de amostras
fecais, uma vez que qualquer fator que reduza o tempo de exposi¢dao ou atividade dos
microrganismos fibroliticos conduz a perda de parede celular potencialmente
degradével nas fezes (Minson, 1990).

Segundo Freitas et al. (2002), incubagdes in vitro apresentam como
inconveniente o fato de particulas permanecerem aderidas a parede e a tampa do tubo,
devido a agitacdo, ao invés de estarem em contato com o indculo ruminal. Isso
acarretaria aumento do residuo poés-incubagdo e superestimaria a quantidade do
indicador presente nas amostras.

Este relato concorda com os resultados obtidos por Huhtanen et al. (1994), que
relataram que a digestibilidade da matéria seca foi mais acuradamente predita por
intermédio de residuos indigestiveis da fibra obtidos por procedimentos in Situ em
comparag¢ao as estimativas produzidas por procedimentos in vitro.

Dessa forma, infere-se serem os procedimentos in situ capazes de produzir
resultados mais adequados das concentracdes de indicadores internos em alimentos e
fezes. Contudo, a despeito dos aspectos de maior adequagdo dos métodos in situ,
divergéncias ainda sdo observadas no tocante a forma de implementacdo e conducdo de
tal método.

O tempo de incubagdo ruminal representa uma das varidveis de maior influéncia
sobre a representatividade dos residuos indigeridos em procedimentos de incubagao in
situ. Por defini¢do, a fragdo indigestivel constitui um conceito assintdtico, ou seja,
representa a fragcdo incapaz de ser aproveitada pelos sistemas enzimaticos microbiano e
animal em situacdo na qual ndo ha limitacdo no tocante ao tempo de exposicdo a a¢do
destes sistemas (Mertens, 1993). Dessa forma, o valor real da fragdo indigestivel
somente poderd ser verdadeiramente mensurado em procedimentos conduzidos em

escala de tempo infinita. Contudo, em termos praticos, os procedimentos in situ sdo



baseados em escalas finitas de tempo, assumindo-se intervalo temporal relativamente
elevado de forma que as estimativas obtidas (residuo indigerido) aproximem-se com
grande intensidade do conceito assintotico (residuo indigestivel).

Contudo, ndo se observa consenso na literatura acerca do tempo de incubagdo
ruminal que melhor represente a fracdo indigestivel das amostras, sendo observados
periodos varidveis, como: 96 (Ruiz et al., 2001), 144 (Freitas et al., 2002), 192 (Zeoula
et al., 2002 ) e 288 horas (Huhtanen et al., 1994 ).

Segundo relatos de Lippke et al. (1986), estimativas do residuo indigestivel de
FDN nem sempre podem ser obtidas com 144 horas de incubacdo. De outra forma,
Zeoula et al. (2002) relataram que a utiliza¢ao de tempos variaveis de incubagao resulta
em diferengas nas estimativas de digestibilidade, sendo que periodos curtos de
incubac¢ao podem nao reproduzir a fra¢do real indigestivel do alimento.

Berchielli et al. (2005), avaliando os indicadores internos FDNi e FDAI obtidos
por incubagdo in Vitro e in situ, relataram que a incubagdo por 144 horas pode ndo
reproduzir a fragdo total indigestivel. Resultados similares foram apresentados por
Huhtanen et al. (1994), que sugeriram que periodos de incubag¢ao inferiores a 288 horas
ndo permitem quantificar a fracdo indigestivel.

Outros fatores a serem considerados na técnica in Situ sdo relacionados ao
acondicionamento das amostras a serem incubadas e o tamanho das particulas da
amostra.

O nylon tem sido empregado como recipiente padrao (sacos) em procedimentos
in situ de avaliacdo de alimentos para animais ruminantes (Nocek, 1997). Contudo,
resultados controversos tém sido relatados quanto a eficiéncia da utilizagdo deste tipo de
tecido no processo de estimagdo de residuos indigestiveis.

Piaggio et al. (1991), ao avaliarem a FDAI obtida por incubagdo in situ (240
horas) como indicador, verificaram recuperacao fecal incompleta, o que foi atribuido a
perda de particulas pelos poros dos sacos de nylon (50 um).

De acordo com Huhtanen et al. (1994), a porosidade dos sacos de nylon
utilizados para a incubag@o se relacionou inversamente a acurdcia das estimativas de
concentracdo de residuos indigestiveis, sendo maior em 6 um do que em 41 pm,
relevando ainda alguma influéncia do perfil das particulas avaliadas.

Contudo, outros tecidos podem ser utilizados para tal finalidade, incorrendo

demanda premente para avaliacdo de aspectos primarios de interferéncia sobre a



exatiddo e precisdo dos resultados, e de aspectos secundarios, envolvendo custos e
praticidade operacional.

O surgimento do sistema Ankon® proporcionou maior praticidade e precisao
para avaliagdo dos teores de componentes fibrosos em alimentos, digestas e fezes; uma
vez que o recipiente utilizado para acondicionar as amostras pode ainda ser empregado
simultaneamente para avaliagdes in Situ, sem a necessidade de transferéncia de amostra
de sacos para vidrarias utilizadas em procedimentos rotineiros de avaliagdo de fibra em
laboratorio. Os sacos associados ao sistema Ankon® sdo compostos por fibra sintética
insoluvel nos meios acido e neutro e indegradavel, sendo denominados de F57.

Em trabalho visando a comparagdo de sacos F57 e de nylon para avaliacao do
teor de fibras em diferentes materiais, Berchielli et al. (2001) encontraram resultados
similares entre materiais, com excecdo de fezes bovinas, as quais apresentaram baixa
recuperagdo em sacos de nylon o que foi atribuido a perda de amostras pelos poros
durante a extragao com detergente.

Embora a aplicacio do F57 para avaliacdo do teor de fibra em alimentos
apresente perspectivas favoraveis (Berchielli et al., 2001), o alto custo associado a este
material pode constituir entrave a sua aplicag@o rotineira em analise de alimentos. De
forma recente, t€m-se buscado alternativas a este material na utilizacdo do sistema
Ankon® de andlises de fibra, dentre as quais destaca-se o tecido ndo-tecido (TNT —
100g/m?).

Nunes et al. (2005), objetivando comparar os teores de FDN e FDA em amostras
de alimentos, ndo verificou diferencas significativas entre as estimativas obtidas via
TNT e F57, demonstrando a eficiéncia do TNT como material alternativo em analises
realizadas por intermédio do sistema Ankon®.

Contudo, a despeito da eficiéncia de materiais alternativos ao nylon em analises
de fibra, ndo foram encontradas na literatura consultada referéncias no tocante a
aplicabilidade destes tecidos na avaliagdo de compostos indigestiveis, a qual inclui,
além da extragdo com detergentes, periodos prolongados de incubag¢do ruminal. Desta
forma, ergue-se a necessidade premente de obtengdo de informagao desta natureza.

Por outro lado, a eficiéncia das estimativas obtidas para os teores de compostos
indigeridos via sistemas in Situ esta diretamente relacionada a estrutura de particulas dos
materiais incubados (Lippke et al., 1986; Huhtanen et al., 1994; Berchielli et al., 2001; e
Detmann et al., 2007) e, possivelmente, podem sofrer efeitos de interagdo entre a

estrutura de particulas e o material utilizado na confec¢ao dos sacos.



Segundo Nocek (1988), ¢ dificil estabelecer o tamanho de particulas mais
apropriado para estudos in situ, uma vez que sdo escassas as informagdes em que se
associam digestdo in vivo e in situ e tamanho de particula. O tamanho ou forma de
particula apropriada deveria ser como aquela que ¢ mastigada e se apresenta no ramen.
Contudo, ha pouca informagdo disponivel para identificar tamanhos de particulas para
um faixa ampla de alimentos.

Nocek (1997) ndo encontrou diferengas nas taxas de degradacdo da matéria seca
para o farelo de soja moido em 1, 2 ou 5 mm. De outra forma, Van Keyren &
Heinermann (1962) ndo verificaram diferengas no desaparecimento da matéria seca para
forragens moidas a 0,28; 0,42; ¢ 0,84 mm.

Contudo, Lippke et al. (1986) afirmaram que a falta de uniformidade de
particula (o que pode ser notado entre alimentos e fezes) nos substratos incubados
poderia ser responsavel, ao menos parcialmente, pela baixa recuperacao fecal de FDNi
nas fezes. Este argumento releva a possibilidade de diferentes materiais demandarem
diferentes estruturas de particulas para obtencdo de estimativas acuradas dos teores de
componentes indigestiveis.

No entanto, o estudo dos materiais para confeccdo dos sacos para incubagdo
ruminal, permitindo menor custo analitico, assim como o tempo de incubagdo e
tamanho de particula para diversos alimentos, deve constituir alvo de investigagdes com
intuito de sanar os problemas relatados quanto a utilizagdo de residuos indigestiveis
como indicadores, permitindo assim o seu isolamento e posterior estimacdo da
disgestibilidade de forma acurada e precisa.

Diante do exposto, definiram-se como objetivos gerais na presente dissertacao:
1. Avaliar as perdas de particulas, a integridade fisica pos-incubagdo e poOs-extragdo
com detergente ¢ as estimativas de componentes indigestiveis de diferentes alimentos
ofertados a ruminantes obtidas em procedimento in situ utilizando-se sacos
confeccionados com os tecidos: nylon (50 pum), F57 (Ankon®) e tecido ndo-tecido
(TNT — 100 g/m?); e 2. Avaliar a influéncia do tempo de incubagdo e da estrutura de
particulas sobre as estimativas de compostos indigestiveis e sobre a perda de particulas

em diferentes alimentos e fezes de bovinos.
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Capitulo 1

Estimacao In Situ dos Teores de Fibra em Detergente Neutro Indigestivel em

Alimentos para Ruminantes em Sacos de Diferentes Tecidos

Resumo - Objetivou-se avaliar os teores de fibra em detergente neutro indigestivel
(FDNi) obtidos por procedimento in situ e a perda de particulas fibrosas em meio
aquoso de alguns alimentos para ruminantes por intermédio de sacos de diferentes
tecidos. Avaliou-se, concomitantemente a estrutura fisica dos tecidos utilizados. Os
alimentos avaliados foram: farelo de trigo (FT), casca de soja (CS), silagem de milho
(SM) e feno de capim-braquiéria (FB). Foram avaliados os tecidos: nylon (50 um); F57
(Ankon®); e tecido ndo-tecido (TNT — 100 g/m?). Os alimentos foram moidos (1 mm) e
acondicionados em sacos de dimensao de 4 x 5 cm (6 amostras/tecido), obedecendo-se a
relagdo de 20 mg de matéria seca/cm® de superficie. Os sacos foram incubados por 144
horas no rimen de uma vaca alimentada com dieta mista (30% de concentrado).
Posteriormente, os sacos foram retirados, lavados com 4agua corrente até o total
clareamento desta, e tratados com detergente neutro, sendo o residuo considerado como
FDNi. Verificou-se similaridade entre os teores de FDNi obtidos com TNT e F57
(P>0,05), sendo estes superiores aos obtidos com nylon (P<0,05) para os alimentos FT,
CS e SM. Para FB, os teores diferiram entre todos os tecidos (P<0,05), sendo os maiores
valores observados para F57, os menores para o nylon, tendo o TNT assumido posi¢ao
intermediaria. A perda de particulas fibrosas em meio aquoso foi avaliada por
intermédio da lavagem dos sacos contendo os alimentos em dagua (39°C) (10
amostras/tecido). Verificou-se perda de particulas (P<0,05) quando empregado o nylon
como ambiente para avaliagdo das amostras, corroborando os menores teores de FDNi
obtidos com este tecido. Observou-se, por intermédio de microscopia eletronica de
varredura, que a perda de particulas para o nylon deve ser atribuida a estrutura do tecido
e ndo a possiveis danos causados durante os processos de incubagdo e extracdo com
detergente.

Palavras-Chave: F57, nylon, sistema Ankon, tecido ndo-tecido
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In Situ Estimation of Indigestible Neutral Detergent Fiber Contents in Ruminant

Feeds by Using Bags Made with Different Textiles

Abstract — The aim of this work was to evaluate the contents of in situ indigestible
neutral detergent fiber (INDF) and the fibrous particles lost in aqueous environment in
some ruminant feeds by using bags made with different textiles. The physical structure
of the textiles was too evaluated. Samples of wheat bran (WB), soybean hulls (SH),
corn silage (CS), and signal grass hay (SGH) were used. The bags for rumen incubation
were made with nylon (50 um); F57 (Ankon®); e non-woven textile (NWT — 100 g/m?).
The feed samples were ground (1 mm) and put in the bags (4 x 5 cm) (6 bags/textile),
according to relationship 20 mg of dry matter/cm” of surface. The bags were incubated
in the rumen of a cow fed with a mixed diet (30% of concentrate) during 144 hours.
After that, the bags were cleaning with tap water and treated with neutral detergent. The
residue was assumed as iNDF. The iNDF contents in WB, SH and CS were similar for
F57 and NWT (P>.05), being the results lower when nylon was used (P<.05). For the
SGH samples all textiles produced different results (P<.05) being the lower contents
obtained with nylon. The fibrous particles lost in aqueous environment was evaluated
by cleaning the bags in warm tap water (39°C) (10 bags/textile). The particles lost was
significant for nylon (P<.05). This lost could be considered the cause of lower iNDF
contents obtained by using nylon textile, once the microscopic evaluation did not show
that rupture of textile occurred during incubation or neutral detergent extraction.

Key Words: Ankon system, F57, nylon, non-woven textile

Introducao

A recuperagdo de fragdes indigestiveis do alimento constitui a base para a
defini¢do de indicadores internos, que sdo utilizados convenientemente em estudos nos
quais sdo necessarias estimativas de digestibilidade (Van Soest, 1994).

Além de representar a fracdo fibrosa insoltvel indigestivel dos alimentos
(Detmann et al., 2004), a fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) vem sendo
utilizada como indicador interno, estimada com base em procedimentos de incubagdo

ruminal in situ ou in vitro em tempos superiores a 120 horas.
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Contudo, incubag¢des in vitro podem apresentar como inconveniente a aderéncia
de particulas ao tubo, evitando o contato destas com o indculo ruminal, acarretando
aumento irreal do residuo pés-incubagao (Freitas et al., 2002). Este relato concorda com
os resultados obtidos por Huhtanen et al. (1994), que verificaram que a digestibilidade
da matéria seca in vivo foi mais acuradamente predita por intermédio de residuos
indigestiveis da fibra obtidos por procedimento in situ, em comparagdo as estimativas
produzidas por procedimento in vitro.

Desta forma, infere-se serem os procedimentos in Situ capazes de produzir
resultados mais verossimeis das concentragdes de indicadores internos em alimentos e
fezes. Contudo, a despeito dos aspectos de maior adequagdo dos métodos in situ,
divergéncias ainda sdo observadas no tocante a forma de implementacdo e conducdo de
tais métodos.

O nylon tem sido empregado como recipiente padrao (sacos) em procedimentos
de incubagdes in situ (Nocek,1997). Contudo, resultados controversos tém sido
relatados quanto a eficiéncia da utilizacdo deste tipo de tecido no processo de estimagao
de residuos indigestiveis.

Piaggio et al. (1991), ao avaliarem a concentragdo de residuos fibrosos
indigestiveis obtida por incubagdo in situ (240 horas), verificaram recuperagao fecal
incompleta, o que foi atribuido a perda de particulas pelos poros dos sacos de nylon (50
um).

O surgimento do sistema Ankon® para avaliacdo do teor de fibra proporcionou
maior praticidade e precisdo para avaliacdo dos residuos fibrosos indigestiveis, uma vez
que o recipiente utilizado para a incubagao in situ pode ser empregado simultaneamente
para avaliagcdo da fibra residual, sem a necessidade de transferéncia de amostra dos
sacos para as vidrarias utilizadas em procedimentos rotineiros de avaliacao de fibra em
laboratdrio. Os sacos associados ao sistema Ankon® sao compostos por fibra sintética
insoltivel nos meios acido e neutro, sendo denominados de F57.

Embora a aplicagdo do F57 para avaliagdo do teor de fibra em alimentos
apresente perspectivas favoraveis (Berchielli et al., 2001), o custo associado a este
material pode constituir entrave a sua aplicagdo rotineira em analise de alimentos. De
forma recente, t€ém-se buscado alternativas a este material na utilizacdo do sistema
Ankon® de andlise de fibra, dentre as quais destaca-se o tecido ndo-tecido (TNT), com

gramatura 100g/m?.
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Contudo, diante da perspectiva de utilizagdao de varios tecidos para realizagao de
procedimentos in situ de estimagao das concentra¢des de residuos indigestiveis, gera-se
demanda premente para avaliacdo de aspectos primarios de interferéncia sobre a
exatiddo e precisdo dos resultados, e de aspectos secundarios, envolvendo custos e
praticidade operacional.

Desta forma, objetivou-se avaliar as perdas de particulas, a integridade fisica
pos-incubacdo e pos-extracdo com detergente e as estimativas dos teores de FDNi de
diferentes alimentos ofertados a ruminantes obtidas em procedimento in situ utilizando-
se sacos confeccionados com os tecidos nylon (50 pum), F57 (Ankon®) e tecido ndo-

tecido (TNT — 100 g/m?)

Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias dos Laboratorios de Animais e
de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa-MG.

Foram utilizadas amostras de farelo de trigo, casca de soja, silagem de milho e
feno de capim-braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf.), todas coletadas no municipio
de Vigosa-MG. A escolha destes alimentos visou propiciar a avaliagdo de concentrados
ricos em fibra soluvel (farelo de trigo) e insoluvel (casca de soja) e volumosos de média
(feno de capim-braquidria) e alta qualidade (silagem de milho). As amostras de silagem
de milho foram pré-secas em estufa com ventilacio for¢ada (60°C/72 horas), e,
posteriormente, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de facas
com peneira de porosidade 1 mm.

As amostras foram quantificadas quanto aos seus teores de matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente
acido (FDA) e lignina (H,SO4 72% p/p), segundo métodos descritos por Silva &
Queiroz (2002). As avaliacdes das concentracdes de fibra em detergente neutro (FDN)
seguiram os protocolos sugeridos por Mertens (2002), omitindo-se, no entanto, a
corregdo quanto as cinzas insoluveis em detergente neutro (CIDN). A composi¢ao
quimica dos alimentos pode ser observada na Tabela 1.

Para avaliagdo dos teores de fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), os

alimentos foram acondicionados em sacos confeccionados com os tecidos: nylon, com
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porosidade de 50 pum; F57 (Ankon®); e tecido nao-tecido (TNT) (100g/m?). Foram
utilizadas seis repeti¢des de cada alimento para cada material.

Os sacos de nylon e TNT foram confeccionados com as dimensdes 4 x 5 cm. As
amostras foram acondicionadas, em todos os sacos, seguindo-se a relagdo de 20 mg de

MS por centimetro quadrado de superficie (Nocek, 1988).

Tabela 1 - Composi¢ao quimica dos alimentos

Alimento

Item Farelo de Trigo Casca de Soja Silagem de Milho  Feno de Braquiaria
MS! 86,53 90,30 33,97 89,92
MO? 93,74 90,27 95,19 92,88
PB? 15,30 11,16 6,70 6,95
EE? 2,72 1,12 4,07 1,43
FDN? 45,64 81,21 47,64 82,49
FDA? 12,26 62,37 28,44 35,83
Lignina? 3,51 4,06 7,19 8,74

!/ % da matéria natural. %/ % da matéria seca.

Posteriormente, os sacos foram incubados por 144 horas (Detmann et al., 2001)
no rumen de uma vaca mesti¢a (Holandés x Zebu) alimentada com dieta mista (30% de
concentrado com base na MS, sendo a silagem de milho fornecida como tUnico
volumoso). Apds este periodo, os sacos foram retirados, lavados com agua corrente até
o total clareamento desta, submetidos a extracdo com detergente neutro (Mertens,
2002), em equipamento analisador de fibra Ankon®, e lavados com agua quente e
acetona. Apds esse tratamento, os sacos foram, seqliencialmente, secos em estufa de
ventilag¢ao forcada (60°C/72 horas) e em estufa ndo-ventilada (105°C/45 minutos), sendo
acondicionados em dessecador e pesados.

Os sacos de todos os tecidos foram lavados e secos de forma similar ao acima
descrito anteriormente a incubacdo para que se obtivessem as taras.

Os teores de FDNi obtidos com os sacos confeccionados com diferentes
materiais foram avaliados por intermédio de analise de variancia, de forma
independente para cada alimento, segundo delineamento inteiramente casualizado,
considerando-se trés materiais para confec¢do dos sacos e seis repetigdes por material.
As médias foram comparadas por intermédio do teste de Scheffé (o = 0,05) (Steel et al.,
1997).

Para a avalia¢do da integridade dos tecidos apds as diferentes etapas analiticas

foram avaliados, concomitantemente aos procedimentos de incubagdo, trés sacos “em
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branco” para cada material. O primeiro saco somente foi submetido aos procedimentos
para obtencdo das taras. Por sua vez, o segundo saco foi também submetido aos
procedimentos de incubacdo e lavagem, sendo o terceiro saco submetido a todo o
processo analitico, incluindo-se a extragdo com detergente. Posteriormente, amostras do
tecido de cada saco foram submetidas a avaliagdo por microscopia eletronica de
varredura (Silveira, 1998).

Apos secagem (105° C/45 min), fragmentos dos tecidos de todos os sacos foram
fixados com cola carbono em suportes metélicos e cobertos com uma camada de ouro
(20 nm), sendo entdo avaliados em aumentos de 30, 100 e 200x em microscopio
eletronico de varredura (DSEM 962, Zeiss Co.). Todos os procedimentos de
microscopia foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF), em Campos dos Goytacazes-RJ.

Um segundo procedimento de avaliagdo dos tecidos foi conduzido visando-se a
avaliacdo das perdas de particulas fibrosas insoltiveis nos diferentes alimentos.

Trinta amostras de cada alimento foram acondicionadas em sacos dos diferentes
tecidos (10 amostras/tecido), obedecendo-se as mesmas relagdes descritas
anteriormente. Os sacos foram entdo lavados em dgua morna (aproximadamente 39°C)
até o total clareamento desta, sendo entdo tratados com detergente neutro (Mertens,
2002), empregando-se equipamento Ankon® para avaliagdo de fibras, segundo
procedimentos descritos anteriormente.

Paralelamente, cinco amostras de cada alimento foram quantificadas quanto ao
teor de FDN empregando-se sistema reboiler e cadinhos filtrantes (porosidade grossa),
segundo o método oficial descrito pela AOAC International (Mertens, 2002), omitindo-
se, contudo, a corregdo para os teores de CIDN.

Para os teores de FDN obtidos pelos diferentes tecidos foram construidos
intervalos de confianca (1-a = 0,95) (Steel et al., 1997). Para o caso da média dos teores
de FDN obtida via método AOAC estar inclusa nos respectivos intervalos de confianca,
concluiu-se pela auséncia de perdas significativas de particulas fibrosas pelo material
(P>0,05). Em caso contrario, inferiu-se que perdas significativas foram observadas
(P<0,05).

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados por intermédio do

programa SAS (Statistical Analisys System) (Littell et al., 1991).
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Resultados e Discussao

As médias para os teores de FDNi obtidos com os diferentes tecidos sdo
apresentadas na Tabela 2. Verificou-se similaridade entre os teores obtidos com TNT e
F57 (P>0,05), sendo estes, contudo, superiores aos obtidos com o nylon (P<0,05) para o
farelo de trigo, casca de soja e silagem de milho.

Comportamento similar foi também observado por Nunes et al. (2005), ao
compararem os teores de FDN e FDA em amostras de alimentos obtidas por intermédio
de sacos de TNT e F57. Estes autores ndo observaram diferengas entre tecidos,
indicando a possibilidade do uso do TNT como material alternativo para analise de

fibra.

Tabela 2 — Médias e coeficientes de variacdo (CV) para os teores de fibra em detergente
neutro indigestivel (% da matéria seca) obtidos com sacos confeccionados
com diferentes materiais em diferentes alimentos

Material'
Alimento TNT F57 Nylon Valor-P2  CV (%)
Farelo de Trigo 14,20a 14,43a 10,41b <0,0001 6,3
Casca de Soja 5,58a 7,06a 2,09b 0,0028 34,4
Silagem de Milho 25,34a 25,37a 15,76b <0,0001 10,2
Feno de Braquidria 33,59b 36,70a 26,35¢ <0,0001 4,6

!/ Médias na linha, seguidas por letras diferentes, sdo diferentes pelo teste de Scheffé (P<0,05). 2/ Niveis
descritivos de probabilidade para o erro tipo I associados a hipotese de nulidade referente a similaridade
entre materiais.

Por outro lado, para o feno de capim-braquiaria, os teores diferiram entre todos
os tecidos (P<0,05), sendo os maiores valores observados para F57, os menores para o
nylon, sendo que o TNT assumiu posi¢cdo intermedidria entre estes (Tabela 2). No
entanto, a despeito da diferenca significativa, verificou-se maior proximidade entre os
valores fornecidos por F57 (36,70%) e TNT (33,59%), em comparagao aquele fornecido
pelo nylon (26,35%), o que corrobora a similaridade entre estes tecidos verificada para
o farelo de trigo, para a casca de soja e para a silagem de milho.

Por intermédio da avaliacdo dos erros-padrao, verificou-se que os tecidos TNT e
F57 produziram resultados similares em termos de precisdo experimental, sendo estes,
contudo, menos precisos do que os resultados obtidos com o nylon (Tabela 3).

Embora a estimacdo dos teores de FDNi seja rotineiramente empregada em

experimentos de digestibilidade e consumo a pasto em ruminantes (Detmann et al.,
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2001), a elevada variabilidade entre procedimentos laboratoriais, associada a natureza
quimico-bioldgica heterogénea da FDN, ndo permite a fixacdo de um padrdo analitico
capaz de aferir a exatiddo das estimativas obtidas. Desta forma, a comparagdo direta
entre estimativas ndo permite, de forma concreta, afirmar sobre a veracidade dos
resultados obtidos, limitando as inferéncias a comparacdo em relagdo a precisdo dos

diferentes métodos.

Tabela 3 - Erros-padrdo da média dos teores de fibra em detergente neutro indigestivel
obtidos com sacos confeccionados com diferentes materiais para diferentes

alimentos
Material
Alimento TNT F57 Nylon
Farelo de Trigo 1,007 0,902 0,428
Casca de Soja 1,792 2,391 0,083
Silagem de Milho 3,511 1,592 0,677
Feno de Braquiaria 1,679 1,289 1,437

Diversos autores (Hvelplund & Weisbjerg, 2000; Berchielli et al., 2001) tém
apontado a perda de particulas como o principal fator de comprometimento sobre a
exatidao de procedimentos de avaliagdo de alimentos in situ. Tal perda pode conduzir a
obtencdo de valores superestimados de digestibilidade, visto que a fracdo perdida
freqlientemente ¢ associada ou confundida com a fracdo rapidamente degradavel e
prontamente solivel no ambiente ruminal.

Neste contexto, realizou-se procedimento secundario de avaliacdo da eficiéncia
dos tecidos por intermédio da submissao dos sacos contendo os alimentos a lavagem em
agua com temperatura equivalente a observada no contetido ruminal (39°C). Sob a
pressuposi¢ao de a FDN ser completamente insolivel em agua (Van Soest, 1994),
esperar-se-ia similaridade entre os teores estimados pelos diferentes tecidos com
aqueles obtidos via cadinhos filtrantes, por intermédio do método oficial de andlise
(Mertens, 2002), caso ndo ocorressem perdas de particulas.

Embora se entenda que a avaliagdo dos tecidos por tal procedimento ndo permita
simular totalmente os eventos que ocorrem durante o processo de incubagdo ruminal,
pressupOs-se que a avaliacdo de perda de particulas da fracdo fibrosa insoluvel
constituisse indicativo indireto da exatidao das estimativas de FDNi obtidas.

Na Tabela 4 sdao apresentadas as médias, com seus respectivos intervalos de

confiancga, para os teores de FDN para os diferentes alimentos. Caso o teor de fibra em
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detergente neutro obtido por intermédio do método oficial (Mertens, 2002) esteja
contido no intervalo de confianca gerado para o teor médio obtido com os diferentes
tecidos, pode-se inferir a respeito da similaridade entre teores (P>0,05) e,

conseqlientemente, concluir-se que a perda de particulas € ndo-significativa.

Tabela 4 - Médias, desvios-padrdo (s) e limites inferiores (LI) e superiores (LS) do
intervalo de confianga com 95% de probabilidade para o teores de fibra em
detergente neutro (% da matéria seca) obtidos com sacos confeccionados
com diferentes materiais para diferentes alimentos

Alimento
Farelo de Silagem de Feno de Casca de
M¢étodo Item Trigo Milho Braquidria Soja
Convencional Mzédia (%) 45,64 47,64 82,49 81,21
Média (%) 47,18 49,00 82,27 82,22
F57 S 1,867 1,596 0,671 2,289
LI 45,46 47,53 81,79 80,58
LS 48,91 50,48 82,75 83,85
Média (%) 45,50 45,74 81,89 80,77
TNT S 3,010 1,161 0,878 1,796
LI 43,35 44,85 81,15 79,48
LS 47,66 46,63 82,62 82,05
Meédia (%) 43,27 41,93 80,95 76,26
Nylon S 2,055 2,838 0,696 0,596
LI 41,80 39,90 80,45 75,83
LS 44,74 43,96 81,44 76,69

Neste contexto, verificou-se similaridade (P>0,05) entre os valores fornecidos
por intermédio do F57 e aqueles obtidos via método oficial (Mertens, 2002) para todos
os alimentos avaliados (Tabela 4).

Comportamento similar ao F57 foi verificado para o TNT com os alimentos
farelo de trigo, feno de capim-braquiaria e casca de soja. No entanto, divergéncia entre
as estimativas foi observada para os valores obtidos para a silagem de milho, embora se
tenha verificado elevada proximidade entre a média dada pelo método oficial (Mertens,
2002) e o limite superior do intervalo de confianga (Tabela 4).

Por outro lado, para o nylon verificaram-se menores teores de FDN (P<0,05) em
comparagdo aqueles fornecidos pelo método oficial (Mertens, 2002), indicando perdas
significativas de particulas de fibra insoluvel em meio aquoso (P<0,05), como o

ambiente ruminal. Este comportamento parece justificar os menores teores de FDNi
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obtidos com este tecido (Tabela 2), os quais poderiam ser entdo atribuidos a perda de
particulas, e ndo a maior amplitude de degradagao.

Em trabalho visando avaliar a substituicio do F57 por sacos de nylon com
porosidade de 50 um em anélises de fibra insoluvel, Berchielli et al. (2001) encontraram
resultados insatisfatorios para amostras de fezes bovinas, que foram atribuidos a perda
de amostra pelos poros do saco de nylon durante a extracdo com detergente.

Desta forma, a porosidade pode ser considerada como o principal fator que
limita a utilizagdo do nylon nos procedimentos para a andlise de fibra, e,
conseqiientemente, de fibra indigestivel.

Segundo Nocek (1988), a porosidade apropriada de um saco constitui ajuste
entre limitar o influxo de contetido ruminal, ndo associado com o alimento avaliado,
permitindo-se, no entanto, o influxo de populagdes microbianas para degradacio,
enquanto que, ao mesmo tempo, limita-se a saida de particulas alimentares nao
degradadas.

Embora se tenha evidenciado a perda de particulas quando se utiliza o nylon
como recipiente para analise de FDN e FDNi, verifica-se através das microfotografias
eletronicas deste tecido que o nylon pré-incubagdo (Figura la) se encontra com a
mesma integridade fisica quando comparado ao estado pos-incubagao (Figura 1b) e pos-
tratamento com detergente neutro (Figura 1c) . Tal fato permite evidenciar que a perda
de particulas observada para o nylon deve ser atribuida diretamente a estrutura do tecido
e ndo a possiveis danos durante os processos de incubagdo e extracdo com detergente,
uma vez que o tecido manteve-se integro durante todo o processo de quantificagao dos
teores de FDNi, como pode ser observado na Figura 1. Resultados similares no tocante
a integridade de tecido foram também verificados para o F57 e o TNT (Figuras 2 e 3).

Huhtanen et al. (1994), ao comparem a digestibilidade da MS em bovinos
predita por intermédio da FDNi estimada por procedimentos in situ utilizando-se sacos
de nylon com malha de porosidade 6 um e 41 um, verificaram que estimativas mais
acuradas foram obtidas com a menor porosidade. Segundo estes autores, a menor
exatiddo associada a malha com 41 pum foi atribuida a maior perda de particulas nao-
degradadas.

Logo, associando-se o comportamento obtido por Huhtanen et al. (1994) aos
resultados obtidos neste estudo (Tabelas 2 e 4), infere-se que porosidades de 40 a 60

um, embora recomendadas para estudos in situ (Nocek, 1997), ndo se mostram
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apropriadas para avaliagao dos teores de fibra insoluvel e residuos fibrosos indigestiveis

em ensaios com ruminantes.

s T e s B 10KV 14mm

x200
#10z2826 NYLON PR KELLY

=100 15KU Lzmm
#102026

(b)

x100 Z00pm 1 11 mm
H102826 23 (C)

Figura 1 - Microfotografias eletronicas de varredura do tecido nylon pré-incubagao (a)
(200x), poés-incubacao (b) (100x) e pds-tratamento com detergente neutro (c)
(100x).
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De forma similar, as microfotografias eletronicas dos tecidos F57 (Figura 2) e
TNT (Figura 3), permitiram evidenciar, assim como no nylon, a preserva¢do de sua
integridade fisica pés-incubagdo (Figuras 2b e 3b) e pos-tratamento com detergente
neutro (Figuras 2¢ e 3c), quando comparada com o tecido pré-incubagdo (Figuras 2a e

3a).

o
%100 200bn —————
H#102826.— TNTREDN

X100
#102826

Figura 2 - Microfotografias eletronicas de varredura do tecido F57 pré-incubagao (a)
(100x), pds-incubacao (b) (100x) e pés-tratamento com detergente neutro (c) (100x).
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Os tecidos F57 e TNT apresentam arranjo das malhas bastante semelhantes
(Figuras 2 e 3), sendo que a deposi¢do das fibras sintéticas ndo permite evidenciar
regularidade no arranjo geométrico, como observado para o nylon (Figura 1).

Com base nos resultados demonstrados diretamente nas Tabelas 2 ¢ 4, e em
analise comparativa ao comportamento verificado para o nylon, pode-se inferir que o
arranjo das malhas dos tecidos F57 e TNT conferem estruturas que permitem o influxo
de microrganismos para degradar o alimento, enquanto, a0 mesmo tempo, limitam a
saida de particulas fibrosas ndo-degradadas.

Em alguns estudos com indicadores internos em ruminantes, t€m-se sugerido a
utilizagdo da MS indigestivel (MSi) como indicador (Huhtanen et al., 1994; Detmann et
al., 2001), a qual apresentaria a vantagem de menor custo analitico em comparagdo a
residuos de fibra indigestivel (Detmann et al., 2001). Contudo, segundo Huhtanen et al.
(1994), embora a MSi possa produzir resultados exatos, a presenga de contaminantes
pode vir a comprometer os resultados obtidos. De fato, verificou-se a presenca de
contaminantes aderidos a malha dos tecidos pos-incubagdo, mesmo apos a lavagem até
o total clareamento da agua (Figuras 1b, 2b e 3b), sendo estes mais evidentes no nylon
(Figura 1b). A presenga destes contaminantes indica que cautela deve ser tomada na
aplicagao da MSi como indicador interno.

Por outro lado, embora com estrutura de malha similar ao F57, a superficie do
TNT nao apresenta poros em sua totalidade, uma vez que parte da superficie é vedada
por calor durante o processo de fabricac¢ao do tecido (Figura 4).

Esta estrutura do tecido fez com que no TNT a relacdo entre MS incubada e
superficie fosse superior ao recomendado por Nocek (1988), o que, em tese, poderia
comprometer a acessibilidade microbiana. Contudo, por intermédio da comparagdo
entre TNT e F57 (Tabelas 2 e 4) observa-se que tal fato nao foi verificado. No entanto,
com o intuito de obter-se padrdes para os procedimentos in Situ sugerem-se mais
estudos para quantificagdo exata da superficie efetivamente disponivel a passagem
microbiana e a saida de produtos da degrada¢ao com o uso do TNT.

De forma geral, os tecidos F57 e TNT apresentaram comportamento similar em
termos analiticos. No entanto, a despeito da similaridade fisica verificada entre estes
tecidos (Figuras 2, 3 e 4), as pequenas divergéncias observadas no tocante aos teores de

FDN e FDNi (Tabelas 2 e 4) permitem sugerir que cautela ainda deve ser observada
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para que se generalize o uso do TNT em procedimentos in situ. Neste contexto, mais

estudos se fazem necessarios para averiguagdo das causa destas divergéncias.
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Figura 3 - Microfotografias eletronicas de varredura do tecido ndo-tecido pré-incubagao
(a) (100x), pos-incubagao (b) (100x) e pos-tratamento com detergente neutro
(c) (100x).
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Por outro lado, caso a similaridade analitica entre o F57 ¢ o TNT possa ser
confirmada, a avaliagdo de caracteristicas secundarias dos procedimentos in Situ permite
apontar prerrogativa ao TNT, em virtude de seu menor custo (US$ 0,01/saco) em

comparagao ao F57 (US$ 2,00/saco).

30 L LW
HLO2B7H7"FST REDN

=30 2NN 5 FF e Erre 1 X < 15Smm

#102826 THNTIPFDOH

(b)

Figura 4 - Microfotografia eletronica de varredura dos tecidos F57 (a) (30x) e TNT (b)
(30x) pos-tratamento com detergente neutro.
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Conclusodes

A utilizagdo do tecido F57 ¢ recomendada para a obten¢do dos teores de fibra
em detergente neutro indigestiveis através da técnica In Situ em fungdo da exatidao das
estimativas obtidas.

Embora tendendo a apresentar resultados similares ao F57, o tecido ndo-tecido
(100 g/m?) carece ainda de maiores avaliagdes para que sua recomendacdo possa ser
realizada de forma geral.

A utilizacdo do nylon em procedimentos similares, embora resulte em maior
precisao, conduz a estimativas nao-exatas em funcdo de perda significativa de

particulas.

Literatura Citada

BERCHIELLI, T.T.; SADER, A.P.O.; TONANI, F.L. et al. Avalia¢ao da determinacgao
da fibra em detergente neutro ¢ da fibra em detergente acido pelo sistema ANKON.
Revista Brasileira de Zootecnia, v.30, p.1572-1578, 2001.

DETMANN, E.; PAULINO, M.F.; ZERVOUDAKIS, J.T. et al. Cromo e indicadores
internos na determinac¢do do consume de novilhos mestig¢os, suplementados, a pasto.
Revista Brasileira de Zootecnia, v.30, p.1600-1609, 2001.

DETMANN, E.; VALADARES FILHO, S.C.; PAULINO, M.F. et al. Avaliacdo da
técnica dos indicadores na estimagdo do consumo por ruminantes em pastejo.
Caderno Técnico de Veterinaria e Zootecnia, n.45, p.40-57, 2004.

FREITAS, D.; BERCHIELLI , T.T.; SILVEIRA, R.N. et al. Produgdo fecal e fluxo
duodenal de matéria seca e matéria orginica estimados através de indicadores.
Revista Brasileira de Zootecnia, v.31, p.1521-1530, 2002.

HUHTANEN, P.; KAUSTELL, K.; JAAKKOLA, S. The use of internal markes to
predict total digestibility and duodenal flow of nutrients in cattle given six different
diets. Animal Feed Science and Technology, v.48, p.211-227, 1994.

HVELPLUND, T; WEISBJERG, M.R. In situ techniques for the estimation of protein
degradability and postrumen availability In : GIVENS, D.I. ; OWEN, E.; AXFORD,
R.F.E. et al. (Eds) Forage evaluation in ruminant nutrition. London: CAB
International, 2000. p.233-258. 2000.

LITTELL, R.C.; FREUND, R.J.; SPECTOR, P.C. SAS System for linear models. 3rd
ed. Cary: SAS Institute Inc., 1991. 329p.

MERTENS, D.R. Gravimetric determination of amylasetreated neutral detergent fiber
in feeds with refluxing in beaker or crucibles: collaborative study. Journal of
AOAC International, v.85, p.1217-1240, 2002.

NOCEK, J.E. In situ and other methods to estimate ruminal protein and energy
digestibility: a review. Journal of Dairy Science, v.71, p.2051-2069, 1988.

26



NOCEK, J.E. In situ and other methods to estimate ruminal protein and energy
digestibility: a review. In: TEIXEIRA, J.C. (Ed.) Digestibilidade em ruminantes.
Lavras: FAEPE, 1997. p.197-240.

NUNES, C.J.; VELASQUEZ, P.A.T.; CARRILHO, E.N.V.M. et al. Material alternativo
para confec¢do de filtros empregados na metodologia “nylon bag” para a
determinagio de fibra. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE ZOOTECNIA, 42, 2005, Goiania: Sociedade Brasileira de Zootecnia, 2005
(CD-ROM).

PIAGGIO, L.M.; PRATES, E.R.; PIRES, F.F. et al. Avaliacdo das cinzas insoluveis em
acido, fibra detergente acido indigestivel e lignina em detergente acido indigestivel
como indicadores internos da digestibilidade. Revista da Sociedade Brasileira de
Zootecnia, v.20, p.306-312, 1991.

SILVA, D.J.; QUEIROZ, A.C. Anélises de alimentos. Métodos quimicos ¢ biologicos.
3" ed. Vigosa: Editora UFV, 2002. 235p.

SILVEIRA, M. Preparo de amostras biologicas para microscopia eletronica de
varredura. In: SOUZA, W. (Ed.) Técnicas basicas de microscopia eletronica
aplicadas as ciéncias biologicas. Rio de Janeiro: Sociedade Brasileira de
Microscopia Eletronica, 1998. p.33-44.

STEEL, R.G.; TORRIE, J.H.; DICKEY, D.A. 1997. Principles and procedures of
statistics. A biometrical approach. New York: McGraw-Hill Co., 1997. 666p.

VAN SOEST, P.J. Nutritional ecology of the ruminant. 2" ed. Ithaca: Cornell
University Press, 1994. 476p.

27



Capitulo 2

Influéncia do Tempo de Incubacéo e Estrutura de Particulas sobre os Teores de
Compostos Indigestiveis em Alimentos e Fezes Bovinas Obtidos por Procedimento
In Situ

Resumo - Objetivou-se avaliar a influéncia do tempo de incubagdo in situ e da estrutura
de particulas sobre as estimativas das fra¢des indigestiveis da matéria seca (MSi), da
fibra em detergente neutro (FDNi) e da fibra em detergente acido (FDA1). Avaliaram-se
amostras de fuba de milho, casca de soja, farelo de trigo, farelo de soja, farelo de
algoddo, silagem de milho, capim-elefante, cana-de-agucar, feno de capim-braquidria,
palha de milho e de fezes de bovinos alimentados com alto ou baixo nivel de
concentrados na dieta. As amostras foram processadas em moinho com peneiras de
porosidade 1, 2 ou 3 mm, sendo acondicionadas (20mg de matéria seca/cm? de
superficie) em sacos de tecido ndo-tecido (100g/m2) de dimensao 4 x 5 cm. Os materiais
foram divididos em trés grupos, sendo cada grupo incubado no rimen de 3 novilhas
mesticas (Holandés x Zebu). O procedimento de incubagado foi repetido por trés vezes,
sendo que, a cada periodo procedeu-se a incubagdo dos grupos em animais distintos.
Foram utilizados os tempos: 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 ¢ 312
horas. Os teores de MSi, FDNi e FDAi foram avaliados seqiiencialmente, sendo os
perfis de degradacdo interpretados por intermédio de modelo logistico nao-linear.
Verificou-se auséncia de efeito do tamanho de particula sobre as estimativas de MSi,
FDNi e FDAi (P>0,10). Em relagdo aos efeitos dos tamanhos de particulas sobre a
velocidade de degradacdo, verificaram-se efeitos significativos (P<0,10) para a silagem
de milho e fuba de milho no tocante a MS; cana-de-agucar, silagem de milho e palha de
milho para a FDN; e cana-de-actcar para a FDA. Para estas amostras, o tamanho de
particula associou-se positivamente ao tempo necessario para se estimar a fragdo
indigestivel. Tempos de incubacdo de 240 horas para MS e FDN e de 264 horas para

FDA sdo recomendados para que se obtenham estimativas exatas das fragdes
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indigestiveis. O uso de particulas com 2 mm ¢ recomendado em fung¢do da maior
precisdo das estimativas.
Palavras-Chave: fibra em detergente acido indigestivel, fibra em detergente neutro

indigestivel, matéria seca indigestivel

Ifluence of Incubation Time and Particles Structure on Indigestible Compounds
Contents in Cattle Feeds and Feces Obtained by In Situ Procedure

Abstract — The aim of this work was to evaluate the effects of in situ incubation time
and structure of particles on the estimates of indigestible fractions of dry matter (iDM),
neutral detergent fiber (iNDF), and acid detergent fiber (1IADF). Samples of corn grain,
wheat bran, corn silage, elephant grass, sugarcane, signal grass hay, corn straw, and
feces obtained from cattle fed high and low concentrate diets were used. The samples
were ground through 1 mm, 2 mm, and 3 mm screen sieve and put in 4 x 5 cm non-
woven textile bags (20 mg of dry matter/cm? of surface). The samples were divided in
three groups, being each group incubated in the rumen of a crossbred heifer. The
incubation procedure was conducted three times with the change of groups among
animals. It were used the following incubation times: 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144,
168, 192, 216, 240, and 312 hours. The contents of iDM, iNDF, and iADF were
evaluated sequentially in each bag. The degradation profiles were interpreted by a non-
linear logistic model. The size of particles did not influence the estimates of iDM,
iINDF, and iADF (P>.10). On the other hand, the particles size has altered (P<.10) the
rumen degradation dynamic rates of DM for corn silage and corn grain; of NDF for
sugarcane, corn silage, and corn straw; and ADF for sugarcane. For those samples, the
particle size has been positively associated with the incubation time necessary to
estimate the indigestible fraction. Incubation times of 240 hours for DM and NDF, and
264 hours for ADF were suggested for obtaining accurate estimates of indigestible
fractions. The use of 2 mm particle size can increase the precision of estimates.

Key Words: indigestible acid detergent fiber, indigestible dry matter, indigestible

neutral detergent fiber
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Introducgéo

A digestibilidade constitui um dos principais parametros para a avaliacdo do
valor nutritivo dos alimentos consumidos pelos bovinos. Entretanto, sua quantificacao
por intermédio do método tradicional de coleta total de fezes requer controle rigoroso da
ingestdo de alimentos e excre¢do das fezes, tornando o trabalho oneroso e laborioso.
Tais circunstancias demandam a utilizagdo de métodos indiretos, como o método dos
indicadores (internos ou externos), o qual apresenta certas vantagens sobre a coleta total
de fezes, a exemplo da simplicidade de condugdo experimental.

Entre os indicadores internos utilizados em ensaios com ruminantes, destacam-
se alguns componentes da fracdo fibrosa dos alimentos, como as fragcdes quimicas: fibra
em detergente neutro indigestivel (FDNi) e fibra em detergente acido indigestivel
(FDAI), (Penning & Johnson, 1983; Cochran et al., 1986; Lippke et al., 1986; Krysl et
al., 1988; e Resende et al., 1996) e a fragdo fisica matéria seca indigestivel (MSi)
(Huhtanen et al., 1994; Detmann et al., 2001).

As concentracdes dos indicadores internos supracitados em amostras de
alimentos e fezes podem ser obtidas por procedimentos in situ (itavo, 2001; Freitas et
al., 2002; ¢ Albertini et al., 2005) ou in vitro (Lippke et al., 1986; Berchielli et al., 2000;
e Freitas et al., 2002). Segundo Freitas et al. (2002), incubagdes in vitro apresentam
como inconveniente o fato de particulas permanecerem aderidas a parede e a tampa do
tubo, ao invés de estarem em contato com o indculo ruminal, acarretando aumento do
residuo poés-incubacdo, superestimando a quantidade do indicador presente nas
amostras.

Este relato concorda com os resultados obtidos por Huhtanen et al. (1994), que
observaram que a digestibilidade da matéria seca foi mais acuradamente predita por
intermédio de residuos indigestiveis da fibra obtidos por procedimentos in Situ em
comparagdo as estimativas produzidas por procedimentos in vitro.

Desta forma, infere-se serem os procedimentos in Situ capazes de produzir
resultados mais adequados das concentracdes de indicadores internos em alimentos e
fezes. Contudo, a despeito dos aspectos de maior adequagdo dos métodos in situ,
divergéncias ainda sdo observadas no tocante a forma de implementacdo e conducdo de
tal método.

O tempo de incubagdo ruminal representa uma das variaveis de maior influéncia

sobre a representatividade dos residuos indigestiveis em procedimentos de incubagao in
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situ, sendo inexistente na literatura consenso acerca do tempo de incubagdo ruminal que
permita melhor representar a fracdo indigestivel das amostras, observando-se periodos
variaveis, como: 96 (Ruiz et al., 2001), 144 (Freitas et al., 2002), 192 (Zeoula et al.,
2002 ), 240 (Clipes et al., 2006) e 288 horas (Huhtanen et al., 1994).

Por outro lado, a eficiéncia das estimativas obtidas para os teores de compostos
indigestiveis via protocolos in situ esta diretamente relacionada a estrutura das
particulas dos materiais incubados (Huhtanen et al., 1994; Detmann et al., 2007a).
Segundo Nocek (1988), ¢ dificil estabelecer o tamanho de particulas mais apropriado
para estudos in situ, uma vez que sdo escassas as informagdes em que se associam
digestdo in vivo, in situ e tamanho de particulas. Assim, ha pouca informagdo disponivel
para identificar tamanhos de particulas para uma faixa ampla de alimentos.

Diante dos relatos acima, percebe-se a existéncia de lacunas no conhecimento
quanto a padronizacdo nos protocolos para estimacdo dos teores de compostos
indigestiveis em estudos in situ, os quais podem incorrer em possiveis falhas na
recuperacdo dos indicadores.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a influéncia do tempo de incubagdo e do
tamanho de particulas sobre as estimativas dos compostos indigestiveis MSi, FDNi e

FDA1i em alimentos e fezes bovinas.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias dos Laboratorios de Animais e
de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa-MG.

Foram utilizadas amostras de concentrados protéicos e energéticos, volumosos e
fezes de bovinos, segundo disposi¢ao apresentada na Tabela 1. Todas as amostras foram
coletadas no municipio de Vigosa-MG.

As amostras de volumosos umidos e fezes foram pré-secas em estufa com
ventilagdo forcada (60°C/72 horas), e, em conjunto com as demais amostras,
processadas em moinho de facas com peneiras de porosidade 1, 2 ou 3 mm.

Posteriormente, todas as amostras foram quantificadas quanto aos seus teores de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE),
fibra em detergente acido (FDA) e lignina (H,SO4 72% p/p), segundo métodos descritos

por Silva & Queiroz (2002). As avaliagdes no tocante as concentragdes de fibra em
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detergente neutro (FDN) seguiram os protocolos sugeridos por Mertens (2002),
omitindo-se, contudo, a correcdo no tocante as cinzas insoluveis em detergente neutro.
A composi¢ao quimica dos materiais utilizados ¢ apresentada na Tabela 2.

Para avaliagdo dos teores de componentes indigestiveis, os alimentos e fezes
foram acondicionados em sacos de tecido nao-tecido (TNT — 100 g/m?). Os sacos
apresentavam dimensdes de 4 x 5 cm. As aliquotas foram acondicionadas, em todos os
sacos, segundo a relacdo de 20 mg de matéria seca por centimetro quadrado de

superficie (Nocek, 1988).

Tabela 1 - Materiais utilizados nos processos analiticos

Categoria Amostra

Fuba de Milho
Concentrados Energéticos Casca de Soja
Farelo de Trigo

Farelo de Soja

Concentrados Protéicos Farelo de AlgO dio

Silagem de Milho
Capim-Elefante
Volumosos Cana-de-Acgucar
Feno de Capim-Braquiaria
Palha de Milho

Fezes Baixo Concentrado (AC)!

Fezes Fezes Alto Concentrado (BC)?

1/ Obtidas de bovino recendo 15% de concentrado na dieta, com base na matéria seca. 2/ Obtidas de
bovino recendo 50% de concentrado na dieta, com base na matéria seca

Os materiais foram divididos em trés grupos, sendo estes incubados no rimen de
trés novilhas mesticas (Holandés x Zebu), alimentadas com silagem de capim-elefante e
concentrado, na propor¢ao 90:10, com base na MS. O procedimento de incubacao foi
repetido por trés vezes, sendo que, a cada periodo procedeu-se a incubaciao dos grupos
em animais distintos. Assim, a tomada de informag¢des no campo foi orientada segundo
delineamento em quadrado latino 3 x 3. Ao final dos procedimentos de incubagdo
obtiveram-se trés amostras para cada material, em cada tamanho de particula e em cada
tempo de incubacao.

Foram utilizados os tempos: 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 ¢
312 horas. Os sacos foram dispostos em ordem reversa quanto ao tempo de incubagio,

de forma que a retirada dos mesmos ocorresse simultaneamente.
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ApOs a retirada do ramen os sacos foram lavados com agua corrente até o total
clareamento desta e imediatamente conduzidos a estufa de ventilagdo for¢ada (60°C/72
horas). Apods este periodo, os sacos foram submetidos a secagem em estufa nao-
ventilada (105°C/45 minutos), sendo retirados, acondicionados em dessecador (20
sacos/dessecador) e pesados (Detmann et al., 2001), obtendo-se a MS nao-digerida.

Posteriormente, os sacos foram submetidos ao tratamento com detergente neutro
(Mertens, 2002) por uma hora em equipamento analisador de fibra Ankon®. Apos este
periodo, foram lavados com 4gua quente e acetona, sendo secos e pesados conforme

procedimento anterior. Ao final deste tratamento obteve-se a FDN nao-diferida.

Tabela 2 - Composi¢ao quimica dos materiais empregados nas incubagdes

Componente
Material MS! MO? PB? EE? FDN? FDA? Lignina’

Fuba de Milho 87,29 9847 9,33 3,84 20,91 2,85 0,89
Casca de Soja 88,32 92,90 10,32 0,90 85,11 65,17 4,22
Farelo de Trigo 87,39 95,36 16,64 2,92 38,31 10,17 4,87
Farelo de Soja 88,02 93,60 47,59 0,86 17,60 10,29 2,54
Farelo de Algodao 89,25 92,60 50,34 6,03 23,76 10,16 9,30
Silagem de Milho 35,57 96,40 6,42 3,12 51,07 26,36 6,34
Capim-Elefante 28,89 89,10 4,07 1,52 73,13 43,9 7,40
Cana-de-Acucar 21,08 93,37 3,50 1,01 50,70 27,43 9,50
Feno de Capim- 87,32 94,31 6,80 1,20 77,31 33,59 7,85

Braquidria

Palha de Milho 89,06 97,23 2,27 0,28 89,84 44,46 8,80
Fezes BC 12,47 82,20 7,03 0,87 65,68 33,89 25,00
Fezes AC 16,05 87,85 12,52 1,35 51,94 26,09 20,60

1/ % da matéria natural. 2/ % da matéria seca.

O procedimento descrito para quantificagdo dos teores de FDN foi novamente
realizado, substituindo-se, contudo, o detergente neutro por detergente acido (Silva &
Queiroz, 2002), a fim de estimar-se a massa de FDA nao-digerida.

Previamente ao processo de incubagdo, os sacos foram lavados em detergente
neutro (Mertens, 2002) e secos de forma similar ao descrito anteriormente para que se
obtivessem as taras.

Os perfis dos residuos ndo degradados foram interpretados, inicialmente, de
forma independente para cada alimento, em cada tamanho de particula, segundo o
modelo (Van Milgen et al., 1991):

R, =B-(1+k-t)-exp(—k-t)+1 ();
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em que: R; = residuo ndo-digerido de MS, FDN ou FDA (%); B = fracdo insolavel
potencialmente degradavel da MS, FDN ou FDA (%); I = fra¢do indegradavel (%), a
qual representa os teores de MSi, FDNi ou FDAi; k = taxa relativa a dinamica de
degradacdo ruminal da fra¢do solivel potencialmente degradavel (h™); e t = tempo de
permanéncia no ambiente ruminal (h).

Todos os ajustamentos ndo-lineares seguiram os protocolos do algoritmo de
Gauss-Newton (Souza, 1998).

Para cada indicador, obtido em cada alimento procedeu-se & comparagdo entre
os modelos ajustados, de forma a verificar-se os efeitos do tamanho de particula sobre
as estimativas das fragdes indigestiveis (MSi, FDNi ou FDAIi). Os procedimentos
estatisticos foram conduzidos por intermédio do teste de identidade de modelos de
regressao nao-linear descrito por Regazzi (2003), segundo as hipoteses:

Ho: Liom = lomm = linm X H, :N80H, (2).

Para o caso de nao-rejei¢do da hipotese de nulidade descrita em (2), concluiu-se
pela auséncia de efeito do tamanho de particulas sobre as estimativas de MSi, FDNi ou
FDAi. Em caso contrario, conclui-se pela presenca de influéncia do tamanho de
particulas sobre os residuos indigestiveis.

A homogeneidade entre tempos necessarios para o alcance da fracdo indigestivel
no tocante ao efeito de diferentes tamanhos de particulas foi avaliada por intermédio do
teste de identidade de modelos de regressao nao-linear (Regazzi, 2003), segundo as
hipoteses:

Ho : Kiom = Komm =Kz X H, :N80OH 3).

Sendo o parametro k indicador da velocidade de ocorréncia dos eventos de
degradac¢do ruminal (Van Milgen et al., 1991), a influéncia do tamanho de particulas
sobre as estimativas deste parametro indica, indiretamente, diferengas no tempo
necessario para o alcance da estimativa da fracao indigestivel. Desta forma, para o caso
de ndo-rejeicdo da hipdtese de nulidade descrita em (3), concluiu-se que ndo ha
influéncia do tamanho das particulas incubadas sobre o tempo necessdrio para se
estimar a fragdo indigestivel.

Por outro lado, os tempos necessarios para que estimativas adequadas dos
residuos indigestiveis sejam obtidas, aqui denominados “tempo critico” (t;), foram
estimados por intermédio das propriedades dos intervalos de confianca assintoticos para

o parametro I (Equacdo 1). Este procedimento foi conduzido de forma dependente do
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diagnostico dado pelo teste de identidade de modelos descrito anteriormente. Para o
caso de ndo-rejeicdo da hipdtese de nulidade descrita em (3), um tnico modelo foi
utilizado para todos os tamanhos de particulas. Para o caso de ndo-aceitagdo da referida
hipdtese, modelos distintos para cada tamanho de particula foram empregados.

As estimativas de tempos criticos (t.) foram obtidas por procedimentos
iterativos, sendo consideradas equivalentes ao tempo em que a estimativa do residuo
ndo-degradado torna-se numericamente idéntica ao limite superior do intervalo de

confianga assintotico (1-a = 0,95) para o parametro I (Figura 1).

Residuo Ndo-Degradado (%)

Tempo

Figura 1 - Exemplo de perfil ajustado para a descricdo do residuo nio-degradado em
funcdo do tempo (As linhas tracejadas indicam os limites do intervalo de
confianga assintotico para a fragdo indigestivel; t. = tempo critico).

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados por intermédio do
programa SAS (Statistical Analisys System). Antecipa-se que o numero elevado de
perdas de sacos para os alimentos cascas de soja, farelo de soja e farelo de algodao
comprometeu a confiabilidade de alguns perfis de degradacao, sendo esses omitidos na

apresentacao dos resultados e discussao.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 3 sdo apresentados os niveis descritivos de probabilidade para o erro
tipo I associados a hipotese de nulidade referente a auséncia de efeito do tamanho de
particula sobre a fracdo indigestivel da MS (MSi), FDN (FDNi) e FDA (FDAI).
Verificou-se auséncia destes efeitos (P>0,10) para todos os materiais avaliados no
tocante a FDNi e FDAi. A MSi apresentou comportamento similar, a excecdo da cana-

de-agucar (P<0,10).

Tabela 3 - Niveis descritivos de probabilidade para o erro tipo I associados as hipdteses
de nulidade para auséncia de diferencas entre tamanhos de particulas no
tocante a dimensao da fracao indigestivel

Fracdo Indigestivel

Material MSi FDNIi FDAIi
Capim-Elefante 0,9960 0,9960 0,6179
Feno de Braquiaria 0,7001 0,7989 0,6332
Cana-de-Acucar 0,0071 0,1465 0,3053
Silagem de Milho 0,8454 0,9181 0,4105
Palha de Milho 0,2417 0,8781 0,5401
Fezes (AC) 0,9517 0,9498 0,7796
Fezes (BC) 0,5297 0,5507 0,4759
Casca de Soja 0,8821 0,9802 ---
Farelo de Trigo 0,4378 0,9758 0,1402
Farelo de Soja 0,7012 - -
Fuba de Milho 0,9508 0,6561 0,4411
Farelo de Algodao 0,1916 --- ---

A dimensdo da fracdo indigestivel constitui caracteristica Unica e exclusiva do
substrato (Drskov, 2000), ndo sendo influenciada por condi¢des do meio de fermentacao
ou por particularidades do material experimental. Diferencas no tocante a fragdo
indigestivel entre protocolos de avaliagdo in situ tém sido atribuidas a perda de
particulas (Casali et al., 2007).

Neste contexto, o comportamento observado para a FDNi, FDAi e MSi (a
exce¢do da cana-de-agucar) permite evidenciar a auséncia de perda de particulas
(P>0,10) para os tamanhos de particulas estudados.

Por outro lado, o comportamento observado para a MSi com a cana-de-agtcar
aparentemente indica perdas de particulas (P<0,10). A estimativa da fragdo indigestivel
foi superior em 3 mm (32,07%) em comparacdo a 2 mm (28,63%) ¢ 1 mm (28,51%).

Contudo, caso representasse perda real de particulas, este comportamento deveria
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refletir sobre as estimativas de FDNi e FDAI1, o que nao foi verificado (P>0,10) (Tabela
3). Ressalta-se que a fragdo fisica MSi ¢ constituida por componentes essencialmente
insoluveis, de forma similar as fragdes quimicas FDNi e FDA..

Embora a utilizacdo da MSi como indicador possa produzir resultados exatos, a
presenca de contaminantes pode vir a comprometer os resultados obtidos (Huhtanen et
al., 1994), uma vez que ndo se utilizam detergentes para se obter o teor de MSi,
impedindo-se assim a retirada de residuos microbianos por agdo anidnica (Van Soest,
1994; Clipes et al., 2006). A presenca de residuos aderidos aos tecidos usados para
incubacgao tem sido verificada em condigdes tropicais (Casali et al., 2007).

Por ser tratar de material constituido por fibra de baixa qualidade e com alta
demanda por tempo de retencdo no rimen para que o processo de degradagdo ocorra, a
cana-de-agucar poderia mostrar-se mais sensivel a presenga de contaminantes
microbianos. Por outro lado, o menor grau de moagem (3 mm) reduz a superficie
especifica para degradacao microbiana (Nocek, 1997). Desta forma, a maior estimativa
de MSi para a cana-de-agucar moida a 3 mm deve-se, possivelmente, a maior
contaminagdo microbiana.

Na Tabela 4 podem ser observados os niveis descritivos de probabilidade para o
erro tipo I associados a hipotese de nulidade para auséncia de efeitos dos diferentes

tamanhos de particulas em relacdo a velocidade de degradagdo ruminal.

Tabela 4 - Niveis descritivos de probabilidade para o erro tipo I associados as hipodteses
de nulidade para auséncia de diferencas entre tamanhos de particulas no
tocante a velocidade de degradagdo ruminal

Componente

Material MS FDN FDA
Capim-Elefante 0,2283 0,3681 0,6959
Feno de Braquiaria 0,9489 0,4311 0,4177
Cana-de-Acucar 0,2863 0,0334 0,0208
Silagem de Milho 0,0117 0,0956 0,1233
Palha de Milho 0,2779 0,0371 0,2825
Fezes (AC) 0,9371 0,9217 0,2449
Fezes (BC) 0,8829 0,9130 0,2536

Casca de Soja 0,4558 0,6663 -—-
Farelo de Trigo 0,7486 0,2642 0,7171

Farelo de Soja 0,6244 -—- ---
Fuba de Milho 0,0179 0,1364 0,6437

Farelo de Algodao 0,3251 -—- -—-
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Para a MSi, foi observada a ndo-rejeicao dessa hipotese de nulidade para todos
os materiais incubados (P>0,10), com excecdo da silagem de milho e fub4d de milho
(P<0,10) (Tabela 4). Comportamento similar foi verificado para a FDNi, somente
observando-se efeitos significativos (P< 0,10) para a cana-de-actcar, silagem de milho e
palha de milho. Para a FDAi1 efeitos relativos ao tamanho de particulas foram
verificados somente para a cana-de-agucar (P<0,10).

De forma geral, a ocorréncia de efeitos significativos do tamanho de particulas
foi mais observada em alimentos fibrosos, em comparagao aos alimentos concentrados e
fezes (Tabela 4). Embora constituindo as amostras com maior lignificagdo (Tabela 2),
deve-se ressaltar que as fezes constituem material re-incidentes ao ambiente ruminal, o
que implica em caracteristicas distintas dos demais alimentos fibrosos, como a cana-de-
acucar, justificando, portanto, o comportamento distinto em relacdo a estes materiais.

Verificou-se, para o caso dos alimentos em que ocorreu efeito significativo do
tamanho de particulas sobre a velocidade de degradagao (Tabela 4), relagdo diretamente
proporcional entre o tamanho da particula e o tempo critico (t.) para o alcance da fragao
indigestivel (Tabelas 5, 6 e 7); ou seja, quanto maior o tamanho da particula, maior o
tempo necessario para se estimar acuradamente o teor de compostos indigestiveis.
Ressalta-se que, a despeito da influéncia sobre t.,, ndo foram verificados efeitos do
tamanho de particulas sobre a dimensdo da fracao indigestivel (Tabela 4).

Ao que tudo indica, o maior t. verificado na medida em que se ampliou o
tamanho das particulas, parece estar associado a reducao da superficie especifica para a
acdo microbiana (Nocek, 1997). Cabe ressaltar que, embora ocorrendo no ambiente
ruminal, a dindmica de reducdo do tamanho das particulas dos alimentos
acondicionados nos sacos ¢ limitada em comparagdo ao alimento livremente ingerido
pelo animal, tornando a acdo microbiana sobre a redu¢do das particulas
proporcionalmente mais relevante.

O tempo de incubagdo ruminal representa uma das varidveis de maior influéncia
sobre a representatividade dos residuos indigeridos em procedimentos de incubagdo in
situ. Por defini¢ao, a fracdo indigestivel constitui conceito assintdtico, ou seja,
representa a fragcdo incapaz de ser aproveitada pelos sistemas enzimaticos microbiano e
animal em situacdo na qual ndo ha limitacdo no tocante ao tempo de exposicdo a a¢do
destes sistemas (Mertens, 1993). Dessa forma, o valor real da fragdo indigestivel
somente poderd ser verdadeiramente mensurado em procedimentos conduzidos em

escala de tempo infinita. Contudo, em termos praticos, os procedimentos in situ sdo
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baseados em escalas finitas de tempo, assumindo-se intervalo temporal relativamente
elevado de forma que as estimativas obtidas (residuo indigerido) aproximem-se com

grande intensidade do conceito assintotico (residuo indigestivel).

Tabela 5 - Estimativas para a taxa relativa a dindmica de degradacdo ruminal (k —h™) e
fragdo indigestivel da matéria seca (MSi - % da MS), limite superior do
intervalo de confianga assintdtico com 95% de probabilidade para a fragdo
indigestivel (LS - % da MS) e tempo critico (t.) para o alcance da fragdo MSi
(h) em funcdo do tamanho das particulas incubadas

Parametro

Material Particula k MSi LS te
Capim-Elefante -—- 0,0284 37,66 39,68 170,8
Feno de Braquiaria --- 0,0389 26,52 28,12 139,1
Cana-de-Acucar -—- 0,0349 29,70 30,97 137,5
Silagem de Milho 1 mm 0,0287 20,27 22,94 156,8
Silagem de Milho 2 mm 0,0244 20,58 23,12 186,7
Silagem de Milho 3 mm 0,0208 19,42 22,74 207,8
Palha de Milho -—- 0,0228 19,48 22,36 217,2
Fezes (AC) - 0,0299 28,00 30,15 154,9
Fezes (BC) -—- 0,0259 43,74 46,29 167,8
Casca de Soja - 0,0350 4,54 6,39 162,1
Farelo de Trigo - 0,0591 15,29 16,48 87,8
Farelo de Soja --- 0,0538 4,03 6,63 88,4
Fuba de Milho 1 mm 0,0627 3,45 5,21 88,2
Fuba de Milho 2 mm 0,0513 3,03 5,21 104,2
Fuba de Milho 3 mm 0,0503 3,13 5,38 106,6
Farelo de Algodao --- 0,0357 16,23 18,24 138,3
Média --- --- -—- -—- 144,6
Maximo - --- --- - 217,2
Minimo -—- -—- - -—- 87,8
CV(%) - --- - - 28,6

Segundo Mertens (1993), estimativas acuradas da fragdao indigestivel seriam
obtidas em tempos de incubacao iguais a 4,6 vezes a reciproca da taxa representativa da
dindmica de degradagdo ruminal. Neste contexto, segundo as taxas médias observadas
neste estudo (0,0377 h™' para MS; 0,0276 h™ para FDN; e 0,0237 h"' para FDA),
demandar-se-iam os tempos de 122,1, 166,9 e 193,9 horas para se obterem as
estimativas de MSi, FDNi e FDAI, respectivamente.

Contrastando-se estes valores com os t, médios observados para cada indicador
(Tabelas 5, 6 e 7), verifica-se que esta relagdo, quando baseada nos valores médios da
taxa relacionada a dindmica de degradacao ruminal, somente assume valores proximos

para a FDAI (4,54), ao passo que, subestimaria as relagdes necessarias para obten¢ao de
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estimativas da fracdo indigestivel da MS e da FDN (relacdes de 5,45 e 4,86,
respectivamente). Esta divergéncia torna a recomendagdo de Mertens (1993) pouco
exata para condicdes tropicais, o que parece refletir questdes de diferencas na dindmica
de degradacdo ruminal entre alimentos produzidos em condigdes tropicais ¢ nao-

tropicais (Detmann et al., 2007b).

Tabela 6 - Estimativas para a taxa relativa a dindmica de degradagio ruminal (k — h™') e
fragdo indigestivel da fibra em detergente neutro (FDNi - % da FDN), limite
superior do intervalo de confianga assintotico com 95% de probabilidade
para a fragdo indigestivel (LS - % da FDN) e tempo critico (t,) para o
alcance da fracdo FDNi (h) em funcdo do tamanho das particulas incubadas

Parametro

Material Particula k FDNi LS te
Capim-Elefante - 0,0277 44,46 46,94 176,1
Feno de Braquiaria -— 0,0401 28,92 30,76 135,5
Cana-de-Acucar 1 mm 0,0366 49 87 53,70 115,4
Cana-de-Acucar 2 mm 0,0324 50,71 53,32 144,5
Cana-de-Acucar 3 mm 0,0248 54,70 58,04 176,6
Silagem de Milho I mm 0,0236 29,59 32,98 204,1
Silagem de Milho 2 mm 0,0213 30,62 36,52 196,5
Silagem de Milho 3 mm 0,0188 29,39 32,56 268.,6
Palha de Milho 1 mm 0,0294 18,67 2421 142.,5
Palha de Milho 2 mm 0,0225 19,87 25,61 186,9
Palha de Milho 3 mm 0,0203 17,54 24,85 193,6
Fezes (AC) --- 0,0230 40,66 44,00 195,1
Fezes (BC) -—- 0,0231 52,56 55,76 186,9
Casca de Soja --- 0,0315 3,24 5,13 177,3
Farelo de Trigo - 0,0305 29.45 31,72 166,0

Farelo de Soja - - - -—- -
Fuba de Milho -—- 0,0353 8,2 10,3 154,5

Farelo de Algodao --- --- --- -—- ---
Média - - --- - 176,3
Maximo -—- -—- - -—- 268,6
Minimo - - --- - 1154
CV(%) --- -—- -—- --- 20,0

De forma geral, os tempos médios obtidos para a obtengcdo das fragdes
indigestiveis da MS, FDN e FDA (144,6; 176,3; ¢ 191,4 horas, respectivamente),
encontram-se em patamares superiores em relacdo aos tempos comumente empregados
para estimagcdo de fragdes indigestiveis em experimentos de digestibilidade e/ou
consumo a pasto (e.g.: 96 horas — Ruiz et al., 2001; 144 horas — Detmann et al., 2001;
ftavo, 2001; Freitas et al., 2002; Detmann et al., 2005). Este comportamento pode
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conferir menor exatidao as estimativas de coeficientes de digestibilidade ou de consumo
voluntario de pasto.

Esta divergéncia foi abordada por Berchielli et al. (2005) ao avaliarem os
indicadores FDNi e FDAI. Estes autores relataram que os teores desses indicadores
foram muito varidveis nos alimentos avaliados, indicando, provavelmente, que
incubacdes nas quais utilizam-se tempos inferiores a 144 podem ndo resultar em
estimativas adequadas da fracdo total indigestivel. Em adi¢cdo, Huhtanen et al. (1994)
sugeriram que periodos de incubagdo inferiores a 288 horas podem ndo permitir boa
aproximacao a fragdo potencialmente degradavel (e, conseqiientemente, indegradavel).

Os valores médios de tempo critico observados (Tabelas 5, 6 ¢ 7) apresentam
maior aproximac¢ao a proposicdo de Clipes et al. (2006), que, ao estudarem a fragdo
indigestivel dos compostos nitrogenados associados a parede celular em gramineas
tropicais, sugeriram tempos de incubagdo in situ de 240 horas como medida de maior

aproximacao da fragdo nao-degradada ao real valor da fracao indegradavel.

Tabela 7 - Estimativas para a taxa relativa a dindmica de degradagio ruminal (k —h™") e
fragdo indigestivel da fibra em detergente acido (FDAI - % da FDA), limite
superior do intervalo de confianga assinttico com 95% de probabilidade
para a fra¢do indigestivel (LS - % da FDA) e tempo critico (t;) para o
alcance da fracdo FDAI (h) em funcdo do tamanho das particulas incubadas

Parametro

Material Particula k FDAIi LS te
Capim-Elefante --- 0,0239 46,22 49,08 196,1
Feno de Braquiaria --- 0,0353 32,82 35,05 148,1
Cana-de-Acucar I mm 0,0306 55,80 59,15 141,8
Cana-de-Acucar 2 mm 0,0240 55,26 59,16 174,5
Cana-de-Acucar 3 mm 0,0173 61,40 69,86 182,5
Silagem de Milho -—- 0,0187 30,60 34,64 248,8
Palha de Milho --- 0,0192 14,33 18,76 240,5
Fezes (AC) -—- 0,0218 44,34 47,70 207,0
Fezes (BC) --- 0,0194 56,12 60,59 203,0

Casca de Soja --- -—- --- - -—-
Farelo de Trigo - 0,0246 58,70 61,50 188,5

Farelo de Soja -—- -—- --- - -—-
Fuba de Milho --- 0,0261 27,27 31,19 174,6

Farelo de Algodao - - - - -
Média - - - - 191,4
Miéximo - - - - 248.8
Minimo - - - - 141,8
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Embora os valores médios indiquem a necessidade do estabelecimento de
tempos superiores de incubacdo aos comumente empregados, hé de se ressaltar a grande
variabilidade dos tempos criticos entre indicadores e alimentos, indo de 87,8 (MSi -
farelo de trigo) a 268,6 horas (FDNi — silagem de milho — 3 mm). Esta variabilidade
concorda com os relatos de Detmann et al. (2007a) de que diferentes materiais poderiam
demandar protocolos distintos para se estimar a fragao indigestivel da MS, FDN e FDA.

Para os indicadores MSi e FDNi ndo foram observados t. superiores a 240 horas
(Figura 2), sugerindo que este tempo de incubagdo seria adequado para a obtencdo de
estimativas exatas destas fracdes indigestiveis. Cabe ressaltar que a sugestdo de
protocolos com base nos maiores valores de tempo exigidos propiciam a obtencdo de
estimativas exatas da fracdo indigestivel mesmo em alimentos que demandam baixos t.,
uma vez que se propiciard somente maior aproximacdo ao real valor assintotico. A
adogdo de tempo Unico para todas as amostras obtidas em um experimento propiciara
maior padronizagdo dos protocolos € melhores comparacdes dos valores obtidos em

diferentes experimentos.

100,0 -
90,0 .
90,0 1 O MSi
m FDNi
80,0 1 7.8 .
O FDAI
70,0 1
S 60,0 |
o 50,0 50,0
2 500
«@
=
g 40,0 -
L
30,0 1 222
20,0 1
10,0
10,0 1
. 0.0 00 00
0,0
tc<144 144<tc<240 tc>240

Tempo Critico (horas)

Figura 2 - Freqiiéncia de distribui¢do dos tempos criticos em fun¢do dos indicadores
MSi, FDNi e FDAI (Obs.: para os alimentos nos quais se verificou efeitos do
tamanho de particulas considerou-se para o célculo das freqiiéncias apenas
as estimativas de tempo critico obtidas com 2 mm).
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Para a FDAI1, em virtude da ocorréncia de valores de t. superiores a 240 horas
(silagem de milho — 248,8 horas; palha de milho — 240,5 horas) (Figura 2) sugere-se a
ampliacdo do tempo de incubagdo in situ em 24 horas em relagdo aos demais
indicadores, gerando-se o protocolo de 264 horas.

Por outro lado, em funcao da auséncia de influéncia do tamanho de particulas
sobre a dimensdo das fracdes indigestiveis (Tabela 3), a escolha do tamanho a compor
os protocolos deve se calcar sobre a precisdo das estimativas obtidas.

Inspecionando-se os erros-padrdo assintdticos para as estimativas das fracdes
indigestiveis, percebe-se que o uso de particulas com 3 mm reduz a precisdo dos
resultados (Figura 3), possivel reflexo da menor superficie especifica para acdo
microbiana. O uso de particulas com 1 e 2 mm conduzem a estimativas similares em
termos de precisdo (Figura 3).

Neste contexto, em agregagao a recentes recomendagdes para protocolos in situ
(Hvelpund & Weisbjerg, 2000; NRC, 2001), sugere-se a padronizagao da preparagdo de

amostras por intermédio do uso de peneiras com porosidade de 2 mm.

4,0

o1l 2 o3 3,49
3,5

3,0

2,50

2,54 2,29
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2,0 4

1,65
1,63 155

154

Erro-Padréo Assintético (%)

1,0 4

0,5 -

0,0 T T
MSi FDNi FDAI

Indicador

Figura 3 - Comportamento médio do erro-padrdo assintotico para a fragdo indigestivel
em fung¢do do tamanho das particulas incubadas.
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Conclusodes

A utilizagdo de particulas de 2 mm em protocolos in Situ é sugerida em fung@o
da maior precisdo das estimativas. Utilizando-se sacos confeccionados com TNT,
protocolos de estimagdo in situ dos teores de MSi ¢ FDNi devem se basear em tempos
de incubagdo de 240 horas para que se obtenham estimativas exatas das fracdes

indigestiveis. Quando se visa avaliar a fragdo FDAI, tempos de 264 horas sdo sugeridos.
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Conclusoes Gerais

A partir dos resultados obtidos nesta dissertacdo, destacam-se como principais

conclusdes e implicagdes:

1. A utiliza¢do do tecido F57 ¢ recomendada para a obtencdo dos teores de fibra em
detergente neutro indigestiveis através da técnica in Situ em fungdo da exatiddo das
estimativas obtidas. Embora tendendo a apresentar resultados similares ao F57, o tecido
nao-tecido (100 g/m?) carece ainda de maiores avaliagcdes para que sua recomendagao
possa ser realizada de forma geral. A utilizacdo do nylon em procedimentos similares,
embora resulte em maior precisdo, conduz a estimativas ndo-exatas em funcao de perda

significativa de particulas.

2. A utilizagdo de particulas de 2 mm em protocolos in situ é sugerida em fungdo da
maior precisdo das estimativas. Utilizando-se sacos confeccionados com TNT,
protocolos de estimagdo in situ dos teores de MSi ¢ FDNi devem se basear em tempos
de incubagdo de 240 horas para que se obtenham estimativas exatas das fragdes

indigestiveis. Quando se visa avaliar a fragdo FDAI, tempos de 264 horas sdo sugeridos.
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