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RESUMO

ALCANTARA, Pedro Henrique Rezende de, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, outubro de 2012. Procedimentos metodoldgicos para isolamento in
situ de componentes fibrosos indigestiveis em ovinos. Orientador: Cristina
Mattos Veloso. Coorientadores: Edenio Detmann e Rogério de Paula Lana.

Esta dissertacéo foi elaborada a partir de dados gerados em dois experimentos
com procedimentos para o isolamento da fibra insolivel em detergente neutro
indigestivel (FDNi) e fibra insoltvel em detergente acido indigestivel (FDAI) em
procedimentos in situ em ovinos. No primeiro experimento, objetivou-se
determinar o tempo de incubac&o in situ, necessario para o isolamento da FDNi
e, investigar a ocorréncia de contaminagao mineral em amostras incubadas no
rimen de ovinos por longos periodos. Foram utilizadas amostras de alimentos
concentrados, volumosos e fezes. Todas as amostras foram processadas em
moinho de facas utilizando peneira com poros de 2 mm de diametro.
Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em sacos de tecido nao
tecido (TNT, gramatura 100g/m?) de dimenséo igual a 4 x 5 cm, na proporcéo
de 20 mg de matéria seca(MS)/cm? de superficie exposta e incubados no
rimen de quatro ovinos machos, sem raca definida, fistulados no ramen. Tal
procedimento foi repetido por quatro vezes, incubando-se a cada periodo os
grupos em animais distintos. Utilizaram-se os tempos de incubacé&o: 0, 12, 24,
48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas. ApOs a retirada dos
sacos, foram determinados os teores de FDN e cinzas insoluveis em
detergente neutro (CIDN). Os perfis de degradacdo da FDN foram
interpretados de forma independente para cada material por meio de modelo
logistico ndo linear. Os perfis de disponibilizacdo da CIDN foram interpretados
por meio de modelo assintético de primeira ordem. Recomenda-se tempo de
incubacao in situ em de 168 horas para isolamento da FDNi em ovinos. Os
teores de CIDN dos residuos ndo degradados estabilizaram-se em média 28,9
horas apds a incubacgdo, demonstrando que as amostras ndo apresentaram
contaminacdo mineral além daquela naturalmente associada a FDN. No
segundo experimento, objetivou-se avaliar a influéncia do nivel de concentrado
da dieta sobre as estimativas da FDNi e FDAI de alimentos volumosos e o0s

tempos de incubacao in situ necessarios para o isolamento destas fracoes em



ovinos. Foram utilizadas para os procedimentos in situ amostras dos alimentos:
cana-de-acucar in natura, feno de tifton 85, palha de milho e silagem de milho.
O processamento e acondicionamento das amostras foram realizados seguindo
0os procedimentos utilizados no primeiro experimento. Os tratamentos
constituiram-se de dietas com diferentes relacées volumoso(V):concentrado(C):
100V:0C; 80V:20C; 60V:40C e 40V:60C. Os tratamentos foram designados a
guatro ovinos machos, sem raca definida, fistulados no rimen por meio de um
delineamento quadrado latino 4 x 4. Utilizou-se os mesmos tempos de
incubac&o utilizados no primeiro experimento. Apos a retirada dos sacos, estes
tiveram seus teores de FDN e FDA analisados de forma sequencial. Os perfis
de degradacéo foram inicialmente interpretados de forma individual para cada
alimento em cada tratamento através de modelo logistico n&o linear. Procedeu-
se, para cada alimento incubado, a comparacao entre os modelos ajustados,
de modo a verificar o efeito dos tratamentos sobre as estimativas das fracdes
indigestiveis (FDNi e FDAI) e taxa relativa a dinamica de degradacao ruminal.
Observou-se efeito de tratamento (P<0,05) sobre a estimativa da FDNi e FDAI
da cana-de-acucar e silagem de milho. Para todos os alimentos foi observada
influéncia dos tratamentos (P<0,05) sobre as taxas de degradacdo da FDN e
FDA. Recomenda-se, para procedimentos in situ, em ovinos alimentados com
até 20% de concentrado, a utilizacdo de incubac6es de 120 e 144 horas, para
isolamento da FDNi e FDAI, respectivamente.



ABSTRACT

ALCANTARA, Pedro Henrique Rezende de, M. Sc., Universidade Federal de
Vicosa, October, 2012. Methodological procedures for in situ isolation of
indigestible fiber components using sheep. Advisor: Cristina Mattos Veloso.
Co-Advisors: Edenio Detmann and Rogério de Paula Lana.

This dissertation was prepared from data generated in two experiments with
procedures for the in situ isolation of indigestible neutral detergent fiber (iINDF)
and indigestible acid detergent fiber (IADF) using sheep. The first experiment
aimed to determine the in situ incubation time needed for the isolation of INDF,
and investigate the occurrence of mineral contamination in long term
incubations in sheep. Samples concentrates, roughages and faeces were used.
All samples were ground through in a cutting mill utilizing sieve with pores of
2mm diameter. Subsequently, the samples were placed in 4 x 5 cm non-woven
textile fabric (NWT - 100g / m?) bags at the rate of 20 mg of dry matter (DM) /
cm 2 of exposed area and incubated in the rumen of four male sheep. This
procedure was repeated four times, and incubated at every period groups
among animals. The following incubation times were used: 0, 12, 24, 48, 72, 96,
120, 144, 168, 192, 216, 240 and 312 hours. After the bags had been removed,
the contents of neutral detergent fiber (NDF) and neutral detergent insoluble
ash (NDIA) of the residues were analyzed. The NDF degradation profiles were
interpreted independently for each material by a non-linear logistic model. The
profiles of availability of mineral associated with undegraded NDF were
interpreted by a asymptotic model of the first order. Incubation times in sheep of
168 hours are recommended for isolation of NDFi. The content of mineral
associated with undegraded NDF stabilized on average 28,9 hours after
incubation, showing that samples were not contaminated by mineral, beyond
that naturally associated with NDF. In the second experiment, the objective was
to evaluate the influence of concentrate level in the diet on the estimates of
roughages iINDF and iADF, and, incubation time needed for the in situ isolation
of these fractions in sheep. The following forages were used for in situ
procedures: in natura sugarcane, Tifton 85 hay, corn straw and corn silage. The
samples processing and packaging were carried out following the procedures
used in the first experiment. The treatments consisted on diets with different



roughage (R): concentrate (C) proportions: 100V: 0C; 80V: 20C, 60V: 40C, 40F:
60C. Treatments were assigned to four male sheep breed, rumen using a Latin
square design 4 x 4. The same incubation times used in the first experiment
were applied in this experiment. After removal of the bags, they had their NDF
and ADF contents analyzed sequentially. The degradation profiles were initially
interpreted individually for each forage in each treatment using a non-linear
logistic model. For each incubated roughage, the adjusted models were
compared to check the effect of treatments on the indigestible fractions (iINDF
and iADF) estimates and the fiber degradation rate. It was observed treatment
effect (P <0.05) on the INDFi and iADF estimates for in natura sugarcane and
corn silage. It was observed influence of the treatments (P <0.05) on the
degradation rates of NDF and ADF to the four roughages It is recommended
that for in situ procedures using sheep fed up to 20% concentrate, incubations
times of 120 and 144 hours be used for isolation of INDF and iADF,

respectively.



Introducéo Geral

A avaliacdo do valor nutricional de alimentos tem sido tema central de
diversas investigacdes cientificas no ambito da nutricdo de ruminantes. O
dimensionamento de sistemas de produc¢do, no que se refere a alimentacéo
animal, depende diretamente do conhecimento existente acerca dos
parametros nutricionais das dietas. A composicdo quimica dos alimentos
possui forte influéncia sobre o desempenho animal. No entanto, sabe-se que tal
resultando depende, ainda, de fatores fisicos e biolégicos, uma vez que a
digestdo dos alimentos esta condicionada a acdo microbiolégica e enzimatica
ao longo do trato gastrintestinal do animal ruminante. Por tal razdo, métodos
guimicos sado incapazes de, isoladamente, explicar o fenbmeno da digestéo,
bem como de predizer o desempenho animal obtido com a utilizacdo de um
alimento ou dieta (Van Soest, 1994).

De acordo com Mertens (1994), entre 10 e 40% do desempenho animal
sdo explicados pela digestibilidade da dieta. Portanto, a determinacdo deste
parametro apresenta grande relevancia no processo de avaliagdo de alimentos
ou dietas. Grosso modo, a digestibilidade representa a fracdo do alimento
ingerido que é absorvida durante sua passagem pelo trato gastrintestinal. Em
termos praticos, a fracdo digestivel de um alimento é obtida através da
mensuracdo de seu complemento, a fracdo indigestivel (Detmann et al., 2004).
Em ensaios in vivo, a fragcdo indigestivel esta contida nas fezes do animal. No
entanto, estas contém, além desta fracdo, componentes enddgenos
provenientes de contaminacdo0 por microrganismos e secrecfes e
descamacdes do epitélio gastrintestinal. Por esta razdo, a digestibilidade
determinada em ensaios in vivo € denominada digestibilidade aparente.
Segundo Minson (1990), as perdas enddgenas secretadas nas fezes sdo da
ordem de 0,098 a 0,129 g/g de matéria seca ingerida. Entretanto, a porcao
fibrosa dos alimentos apresenta digestibilidade aparente igual a digestibilidade
verdadeira, uma vez que nao existe producdo endbégena deste componente no
trato gastrintestinal dos animais (Coelho da Silva & Leao, 1979).

A digestibilidade de um alimento pode ser determinada pelos métodos in
vitro, in situ ou in vivo. A escolha do método dependera do objetivo do ensaio,

bem como dos recursos fisicos e humanos disponiveis para a realizacdo deste.



Para a determinacdo da digestibilidade total de uma dieta ou alimento,
considera-se o método in vivo o mais confiavel (Berchielli et al., 2011), uma vez
gue somente ele é capaz de considerar os efeitos de nivel de consumo, taxa de
passagem e efeitos associativos dos alimentos da dieta (Cochran et al., 1986).

A determinacédo da digestibilidade pelo método in vivo pode ser realizada
por meio do controle total da excrecdo fecal. Entretanto, este método é
altamente laborioso e oneroso, exigindo controle rigoroso da ingestdo de
matéria seca e da excrecdo fecal diarias, além de adaptacdo de animais a
gaiolas e bholsas coletoras de fezes (Casali et al., 2008). Esta dificuldade é
ainda mais marcante em experimento com animais em pastejo. Por tais
motivos, € constante a busca por métodos alternativos que demandem menos
recursos humanos e financeiros e, ainda, que nado causem diminuicdo
significativa da acurécia e precisdo das estimativas de consumo alimentar,
excrecao fecal e digestibilidade. Neste sentido, a utilizacdo de indicadores tem
se consolidado como método de avaliagdo da digestibilidade, sendo
amplamente utilizado nas situagcdes em que nédo existe a possibilidade de
mensurar diretamente a ingestdo de matéria seca e a excrecao fecal.

A utilizacao de indicadores esta baseada no fato de que a excrecéo fecal
relaciona-se com a digestibilidade de forma inversamente proporcional, sendo
ainda, diretamente proporcional ao consumo alimentar (Saliba & Rodriguez,
2009). Portanto, ao se avaliar a concentracdo do indicador nas fezes e
alimentos tais relacées podem ser quantificadas. Quando o indicador utilizado é
um componente da dieta do animal, este é denominado indicador interno. Por
sua vez, quando se trata de um composto exdégeno a dieta, o qual € misturado
ao alimento ou, ainda, administrado de forma oral ou ruminal, € denominado
indicador externo.

Owens & Hanson (1992) afirmam que o indicador ideal deve apresentar
como caracteristicas: manutencdo de sua integridade durante a passagem pelo
rimen e exposi¢cao a populacdo microbiana presente neste; nao interferir sobre
a acao dos sistemas digestivos animal e microbiano sobre os componentes da
dieta; ndo ser absorvido durante sua passagem pelo trato; acompanhar o fluxo
do alimento ou ligacdo intima a este; ser facilmente isolavel e quantificavel.

Ainda segundo estes autores, nenhum indicador preenche completamente tais



requisitos. No entanto, o grau de tolerancia de erro associado ao uso de
indicadores dependera da variavel a ser mensurada.

O uso de indicadores internos, em experimentagcdo com ruminantes, é
discutido e estudado h& décadas, existindo, na literatura, relatos da utilizagéo
de diversos indicadores internos como: cinza insolavel em acido (CIA), cinza
insolivel em detergente acido (CIDA), lignina em detergente acido (LDA),
lignina em detergente acido indigestivel (LDAI), matéria seca indigestivel (MSi),
fibra insolivel em detergente neutro indigestivel (FDNi), fibra insolivel em
detergente acido indigestivel (FDAI) e n-alcanos (Waller et al., 1980; Lippke et
al., 1986; Tamminga et al., 1989; Van Soest, 1994; Zeoula et al., 2002; Torres
et al., 2009; Rodrigues et al., 2010; Berchielli et al., 2011).

A FDNi e a FDAI destacam-se como por¢des quimicas da fibra mais
utilizadas e estudadas como indicadores internos em experimentos com
ruminantes na atualidade (Barros et al., 2007; Brito et al., 2007; Detmann et al.,
2007; Dias et al., 2007; Paix&o et al., 2007; Barros et al., 2009; Ferreira et al.,
2009; Kozloski et al., 2009; Torres et al., 2009; Sampaio et al., 2011).

A fibra € uma entidade nutricional constituida por substancias insoluveis,
sendo parte destas digestiveis e parte totalmente indigestiveis (Van Soest,
1994). Portanto, a fracdo indigestivel da fibra apresenta caracteristicas
desejaveis para um indicador, uma vez que atravessa todo o trato digestério
sem sofrer alteracdes em sua composi¢ao, ndo é absorvida ao longo do trato e,
ainda, ndo apresenta efeito negativo sobre a acdo dos sistemas digestivos
animal e microbiano.

Por definicdo, a indigestibilidade é um conceito assintético, ou seja, esta
fracdo seria obtida apenas em uma escala infinita de tempo de exposi¢cdo do
material a um determinado sistema enziméatico (Detmann, 2010). Todavia, em
termos préticos, os procedimentos de isolamento da fracdo indigestivel séo
realizados em escalas finitas de tempo. Para tal, busca-se a utilizacdo de
elevados periodos de exposicdo do substrato aos sistemas enzimaticos, de
modo que os residuos obtidos (indigeridos) aproximem-se ao maximo do
conceito assintotico (indigestivel) (Casali et al., 2008).

As fracbes FDNi e FDAI podem ser isoladas de duas formas: in vitro e in
situ. Freitas et al. (2002) afirmaram que a incubacéo in vitro superestima a

fracao indigestivel. Estes autores ponderam que a aderéncia de particulas a
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borda dos tubos, em decorréncia da agitacdo destes, protege o substrato da
acao do inoculo ruminal, elevando a massa final do residuo. Por sua vez, o
método in situ pode apresentar problemas, como a perda de particulas. Tal
perda pode ocorrer em decorréncia do tecido utilizado na confec¢do dos sacos
e, também, do tamanho de particula utilizado nos procedimentos in situ
(Berchielli et al., 2005).

Muitas investigacdes cientificas sdo realizadas no sentido de avaliar qual
indicador interno possui maior acurcia e precisao para utilizacdo em ensaios
com ruminantes. Detmann et al. (2007) avaliaram o vicio de tempo longo
associado a recuperacdo fecal de indicadores internos. Neste estudo, os
autores verificaram que a FDNi ndo apresentou vicio de tempo longo, tendo
sido plenamente recuperada nas fezes, levando os autores a recomendarem
este indicador para uso em ensaios de digestibilidade com ruminantes. A FDAI,
por sua vez, apresentou vicio de tempo longo positivo, 0 que em termos
praticos, significa que a aplicacdo deste indicador em ensaios de
digestibilidade, pode provocar uma subestimagcdo da excrecdo fecal e, por
consequéncia, uma superestimacéao da digestibilidade da dieta em avaliacao.

Em estudo similar, Barros et al. (2009) avaliaram o0s vicios inerentes a
recuperacao fecal dos indicadores 6xido crébmico, MSi, FDNi e FDAI. Estes
autores constataram a ocorréncia de vicio de tempo longo positivo para os trés
indicadores internos. De acordo com os autores, os indicadores internos
subestimam a producdo fecal. Contudo, a FDNi apresentou menor vicio em
relacdo a MSi e FDAI.

Ao avaliarem a acuracia e precisdo da estimativa da digestibilidade da
matéria seca com o0 uso de indicadores internos, Rodrigues et al. (2010)
observaram que a FDAI apresentou maior acuracia em relacdo a FDNi, o que
levou os autores a concluirem que a FDAIi deveria ser um indicador
preferencialmente utilizado para determinacéo da digestibilidade, em ensaios
experimentais em que se busque alcancar um valor proximo ao real.

Sampaio et al. (2011) compararam a utilizacdo dos indicadores externos
oxido crébmico e dioxido de titdnio com os indicadores internos MSi, FDNi e
FDAI. Estes autores concluiram que todos os indicadores utilizados produzem
resultados acurados. No entanto, os indicadores internos apresentaram maior

precisdo. Dentre os indicadores internos, a FDNi apresentou maior precisao
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guando comparada a MSi e FDAI. A contaminacdo microbiana apresentada
pela MSi foi apontada como fator preponderante para a baixa precisdo obtida
com a utilizacdo deste indicador. A menor precisdo da FDAI em relacdo a FDNi,
por sua vez, foi atribuida ao fato desta estar mais sujeita a erros de pesagem
por apresentar menor massa em comparacdo a FDNi e, ainda, apresentar
necessidade de mais passos em seu processo analitico, conforme relatado por
Detmann et al. (2007).

Observa-se que ndo existe um consenso quanto ao indicador interno
mais adequado para utilizacdo em ensaios de digestibilidade com ruminantes.
Todavia, a falta de padronizacdo metodoldgica para o isolamento de residuos
fibrosos indigestiveis, como € o caso da FDNi e FDAI, pode explicar os
resultados controversos observados na literatura nas Ultimas décadas.

Ressalta-se que a precisdo e acuracia das estimativas de digestibilidade
por meio da utilizacdo de indicadores dependem fortemente da recuperacao
destes (Van Soest, 1994). A falta de acuracia e precisdo, ora observada em
ensaios de digestibilidade com utilizacdo de indicadores internos, tem sido
atribuida ao processo de isolamento dos mesmos (Berchielli et al., 2005;
Rodrigues et al., 2010; Berchielli et al., 2011), ou seja, falhas metodologicas na
obtencdo das fracdes fibrosas indigestiveis podem produzir vieses na
estimacgéao da digestibilidade em ensaios com ruminantes.

Os estudos realizados ao longo das Uultimas décadas apresentam
elevada despadronizacdo com relacdo as metodologias de isolamento dos
indicadores FDNi e FDAI, especialmente no que se refere ao tempo de
incubacédo, tamanho de particulas e tipo de tecido dos recipientes utilizados
para incubacao in situ (Casali et al., 2008).

Diversas pesquisas utilizaram metodologias diferentes quanto ao
periodo de incubacdo para isolamento de componentes fibrosos indigestiveis
em bovinos, observando-se periodos como: 72 horas (Berchielli et al. 2000);
144 horas (Barros et al., 2009); 168 horas (Ferret et al., 1999); 192 horas
(Zeoula et al., 2002); 240 horas (Dias et al., 2007); 264 horas (Sampaio et al.,
2011); 720 horas (Tamminga et al., 1989).

O tipo de tecido dos recipientes utilizados no acondicionamento das
amostras para incubacéo in situ € também um quesito que apresenta certa

variabilidade, sendo observado principalmente o uso do nailon (Barros et al.,
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2007; Barros et al., 2009; Kozloski et al., 2009), do F57 (Ankom®) (Pina et al.,
2006; Dias et al., 2007; Paixao et al., 2007) e mais recentemente o tecido ndo
tecido (TNT) gramatura 100 g/m2 (Carvalho et al., 2010; Sampaio et al., 2011).

Valente et al. (2011) avaliaram a utllizagcdo de diferentes tecidos e
tamanhos de particulas no isolamento in situ da FDNi e FDAI utilizando bovinos
fistulados. Estes autores constataram que a utilizagdo do (TNT) gramatura 100
g/m? para a confecgdo dos sacos utilizados para acondicionamento das
amostras produz resultados equivalentes ao tecido F57 (Ankom®), utilizado
para andlise de fibras no sistema Ankom®. Tal sistema dispensa a transferéncia
do material incubado para vidrarias, dando grande agilidade a analise e
diminuindo a possibilidade de erros decorrentes deste procedimento. A
utilizacdo do TNT em substituicdo ao F57 (Ankom®) incorre em reducédo de
custo da analise sendo, portanto, recomendada. Valente et al. (2011) sugerem,
ainda, que o tamanho de particula de 2 mm é o mais adequado para a
avaliacdo in situ de compostos indigestiveis, corroborando os resultados
encontrados por Casali et al. (2008).

Casali et al. (2008) determinaram que o periodo de incubacdo em
bovinos, necessério para o isolamento in situ das fracbes FDNi e FDAI, é de
240 e 264 horas, respectivamente. Todavia, Van Milgen et al. (1992)
constataram a ocorréncia de deposicdo de minerais nos sacos utilizados em
procedimentos in situ. Os autores constaram que a contaminagao mineral
ocorre tanto sobre 0os sacos como em seu interior, junto as amostras, e torna-
se bastante representativa em incubacfes acima de 240 horas. Ainda de
acordo com Van Milgen et al. (1992), a simples lavagem com agua nao é capaz
de eliminar as contaminac¢des provenientes da exposi¢cdo ao ambiente ruminal.
Baseado em tais recomendacdes, Vieira et al. (2012) sugerem que o periodo
de incubacéo in situ deve se limitar a 240 horas, mesmo que a amostra seja
submetida ao tratamento com detergente neutro apoés a retirada do ramen.

Os estudos realizados por Casali et al (2008) e Valente et al. (2011)
fundamentaram o0 estabelecimento de uma metodologia padrdao para
isolamento da FDNi e FDAI pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Ciéncia Animal (Detmann et al., 2012). Espera-se com tal padronizacdo o
aumento da confiabilidade dos dados gerados a partir da utilizacdo destes

indicadores isolados pelo método in situ em bovinos. Todavia, para isolamento
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da FDNi e FDAi em outras espécies a falta de padronizacdo metodoldgica
persiste.

Conforme previamente discutido, a indigestibilidade constitui um
conceito assintotico, ou seja, para a determinacdo da fracao indigestivel de um
substrato seria necessaria a exposicdo deste a um sistema enzimatico sem
limitacdo temporal (Detmann, 2010). Detmann et al. (2008) afirmam que a
dimensdo da fracdo digestivel da fibra, e por consequéncia a fracédo
indigestivel, é dependente apenas das caracteristicas inerentes ao substrato,
ndo sendo afetada pelo sistema enzimatico atuante sobre este, uma vez que
diferencas nas caracteristicas deste sistema séo suplantadas pela exposicéo
prolongada ao mesmo.

Desta forma pode-se inferir que, apesar de nao apresentarem influéncia
sobre a potencialidade da fibra, diferentes sistemas enziméticos podem exigir
diferentes tempos de atuacdo sobre um determinado substrato para o alcance
da assintota (estimacao da fracao indigestivel), uma vez que podem alterar a
taxa de degradacéo do substrato a depender de sua eficiéncia.

Portanto, fatores que promovam alteragbes no ambiente ruminal, como
incubacao em diferentes espécies de ruminantes, bem como a dieta fornecida,
podem alterar a taxa de degradacdo da fibra e, por conseguinte, o tempo de
incubac&o necessério para o alcance da assintota.

Considerando o0s pontos discutidos, e ainda a inexisténcia de
metodologia padronizada para isolamento de compostos fibrosos indigestiveis
com outras espécies que ndo a bovina, na presente dissertacdo objetiva-se: 1-
determinar o periodo de incubacdo, em ovinos, necessario para o isolamento
da FDNi e FDAI, utilizando diferentes materiais, pelo método in situ; 2-
investigar a ocorréncia de contaminacdo mineral associada a FDN, em longos
periodos de incubacdo em ovinos; 3- avaliar a influéncia da dieta de ovinos
sobre 0 tempo necessario para isolamento da FDNi e FDAIi de diferentes
volumosos em procedimentos in situ em ovinos; 4- elaborar uma proposta
metodologica para isolamento de FDNi e FDAI, a partir da incubacdo em

ovinos.
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Capitulo 1

Periodo de incubacéo in situ e contaminacdo mineral no isolamento da
fibrainsoluvel em detergente neutro indigestivel (FDNi) em ovinos

Resumo - Obijetivou-se determinar o tempo de incubacédo in situ, necessario
para o isolamento da FDNi e, investigar a ocorréncia de contaminacédo mineral
em amostras incubadas no rimen de ovinos por longos periodos. Foram
utilizadas amostras de alimentos concentrados, volumosos e fezes. Todas as
amostras foram processadas em moinho de facas utilizando peneira com poros
de 2 mm de diametro. Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em
sacos de tecido néo tecido (TNT, gramatura 100g/m?) de dimenséo igual a 4 x
5 cm, na propor¢ao de 20 mg de matéria seca(MS)/cm? de superficie exposta e
incubados no ramen de quatro ovinos machos, sem raca definida, fistulados no
rumen. Tal procedimento foi repetido por quatro vezes, incubando-se a cada
periodo os grupos em animais distintos. Utilizaram-se os tempos de incubacéo:
0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas. ApGs a retirada
dos sacos, foram determinados os teores de FDN e cinzas insoluveis em
detergente neutro (CIDN). Os perfis de degradacdo da FDN foram
interpretados de forma independente para cada material por meio de modelo
logistico ndo linear. Os perfis de disponibilizacdo da CIDN foram interpretados
por meio de modelo assintético de primeira ordem. Recomenda-se tempo de
incubacao in situ em de 168 horas para isolamento da FDNi em ovinos. Os
teores de CIDN dos residuos ndo degradados estabilizaram-se em média 28,9
horas ap6s a incubacdo, demonstrando que as amostras nao apresentaram

contaminagcdo mineral além daquela naturalmente associada a FDN.
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In situ incubation period and mineral contamination on isolation of

indigestible neutral detergent insoluble fiber (iNDF) in sheep

Abstract — The objective was to determine the in situ incubation time needed
for the isolation of INDF, and investigate the occurrence of mineral
contamination in long term incubations in sheep. Samples concentrates,
roughages and faeces were used. All samples were ground through in a cutting
mill utilizing sieve with pores of 2mm diameter. Subsequently, the samples were
placed in 4 x 5 cm non-woven textile fabric (NWT - 100g / m?) bags at the rate
of 20 mg of dry matter (DM) / cm 2 of exposed area and incubated in the rumen
of four male sheep. This procedure was repeated four times, and incubated at
every period groups among animals. The following incubation times were used:
0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 and 312 hours. After the
bags had been removed, the contents of neutral detergent fiber (NDF) and
neutral detergent insoluble ash (NDIA) of the residues were analyzed. The NDF
degradation profiles were interpreted independently for each material by a non-
linear logistic model. The profiles of availability of mineral associated with
undegraded NDF were interpreted by a asymptotic model of the first order.
Incubation times in sheep of 168 hours are recommended for isolation of NDFi.
The content of mineral associated with undegraded NDF stabilized on average
28,9 hours after incubation, showing that samples were not contaminated by
mineral, beyond that naturally associated with NDF.
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Introducéo

A avaliacdo do valor nutricional de alimentos tem sido tema central de
diversas investigacdes cientificas no ambito da nutricdo de ruminantes. O
dimensionamento de sistemas de produc¢do, no que se refere a alimentacéo
animal, depende diretamente do conhecimento existente dos parametros
nutricionais das dietas. De acordo com Mertens (1994), até 40% do
desempenho animal sdo explicados pela digestibilidade da dieta. Portanto, a
determinacdo deste parametro apresenta grande relevancia no processo de
avaliacao de alimentos ou dietas.

A digestibilidade é determinada por meio de métodos in vitro, in situ ou in
vivo. Os métodos in vitro e in situ sdo mais facilmente aplicaveis, demandando
menor uso de recursos fisicos, humanos e financeiros sendo muito utilizados
para o estudo de fracdes, taxas e extensbes de degradacédo de alimentos
(Ezequiel & Galati, 2007). Todavia, o0 método in vivo é considerado como de
maior acuracia na determinacéao da digestibilidade (Allen & Linton, 2007).

A determinagédo da digestibilidade pelo método in vivo é realizada de
forma direta por intermédio da coleta total, ou de forma indireta fazendo uso de
indicadores. De acordo com Owens & Hanson (1992), indicadores sao
substancias de referéncia que podem ser utilizadas para o monitoramento de
aspectos quimicos e fisicos da digestdo. O uso de indicadores em ensaios de
digestibilidade é extremamente interessante para a reducdo de custos e
diminuicdo de demanda de mao-de-obra. Além disso, em condi¢cdes em que a
coleta total € extremamente complicada, como no caso de experimentos com
animais em pastejo, o uso de indicadores é uma forma de viabilizar a
realizacdo do ensaio de digestibilidade (Saliba & Rodriguez, 2009). Valadares-
Filho & Marcondes (2009) consideram que o uso de indicadores externos e
internos é também a melhor forma de determinar o consumo de pasto.

Os indicadores séao classificados como internos, quando estao presentes
na composi¢do natural dos alimentos, ou externos quando sdo exdgenos aos
alimentos ou dietas fornecidos aos animais em ensaios de digestibilidade.

Dentre os indicadores internos mais utilizados encontra-se a fibra
insolvel em detergente neutro indigestivel (FDNi). No entanto, alguns autores

tém relatado problemas na utilizacdo deste indicador com relacdo a falta de
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acuracia e precisdo fazendo com que por vezes os parametros estimados a
partir da utilizacdo da FDNi sejam sub ou superestimados. Tais problemas tem
sido atribuidos ao processo de isolamento dos mesmos (Berchielli et al., 2005;
Rodrigues et al., 2010; Berchielli et al., 2011). Ressalta-se que a precisao e
acuracia das estimativas de digestibilidade utilizando-se indicadores dependem
fortemente da recuperacao destes (Van Soest, 1994).

Casali et al. (2008) trabalhando com incubacdo em bovinos para o
isolamento da matéria seca indigestivel (MSi), fibra insolivel em detergente
acido indigestivel (FDAI) e FDNi, buscaram uma padronizacdo metodoldgica.
Os autores concluiram que, para os procedimentos in situ, as amostras devem
ser moidas utilizando-se peneira de 2 mm. Para o isolamento da FDNi e FDAI
0s autores sugeriram incubac&o ruminal em bovinos pelo periodo de 240 e 264
horas, respectivamente. Os resultados encontrados por estes autores
embasaram parte da metodologia proposta pelo Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Ciéncia Animal (INCT-CA) (Detmann et al., 2012).

Uma restricdo as incubac¢des em longos periodos de tempo foi apontada
por Van Milgen et al. (1992). De acordo com estes autores a ocorréncia de
deposi¢cdo de minerais nos sacos utilizados em procedimentos in situ torna-se
bastante representativa em incubacdes acima de 240 horas, tanto sobre os
sacos como no interior dos mesmos. Ainda de acordo com Van Milgen et al.
(1992), a simples lavagem com &gua ndo € capaz de eliminar as
contaminagdes provenientes da exposicdo ao ambiente ruminal. No mesmo
sentido, Huhtanen et al. (2006) relatam que a precipitacdo mineral sobre os
sacos pode obstruir os poros do mesmo dificultando o fluxo de digesta e
microrganismos. Baseado em tais recomendacdes, Vieira et al. (2012) sugerem
gue o periodo de incubacao in situ deve se limitar a 240 horas mesmo que a
amostra seja submetida ao tratamento com detergente neutro apos a retirada
do rumen.

Verifica-se na literatura escassez de trabalhos com outras espécies que
ndo a bovina para incubagdo in situ visando o isolamento de fragcOes
indigestiveis. A utilizacdo de ovinos para tal finalidade se apresenta como
alternativa, considerando o menor custo associado a fistulacdo e manutencéo

de tais animais, além da facilidade de manejo apresentada pela espécie. Além
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disso, verifica-se a necessidade de investigacdo da contaminacdo mineral
sobre a FDNi em longos tempos de incubacao.

Neste sentido, objetivou-se avaliar o tempo de incubacdo necessério
para obtencdo da FDNi em ovinos para doze materiais e, ainda, investigar a

ocorréncia de contaminag¢éo mineral da FDNi em longos tempos de incubacéo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de
Nutricdo Animal (LNA) do Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Vicosa-MG.

Foram coletadas, em Vicosa-MG, amostras de doze materiais distintos,
entre alimentos concentrados energéticos, concentrados proteicos, volumosos
e fezes (Tabela 1), sendo estas utilizadas para a realizacdo deste ensaio
experimental.

As amostras tiveram seus teores de umidade diminuidos com uso de
estufa de ventilacdo forcada utilizando-se o binbmio temperatura tempo de
60°C/72 horas. Posteriormente as amostras foram moidas utilizando-se peneira
de 2 mm. O tamanho de particulas utilizado nos procedimentos de incubacéo in
situ baseou-se nas recomendacdes de Casali et al. (2008).

Para permitir a realizacdo de andlises quimicas do material original,
foram retiradas subamostras de cada material e moidas utilizando-se peneira
de 1 mm, também em moinho de facas tipo Willey. As amostras foram entéo
analisadas quanto aos seus teores de matéria seca (MS) (INCT-CA G-003/1),
matéria mineral (MM) (INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB) (INCT-CA N-
001/1), extrato etéreo (EE) pelo método de Randall (INCT—CA G-005/1) e fibra
insolivel em detergente neutro (FDN) em aparelho analisador de fibras
Ankom® (INCT-CA F 001/1), conforme descrito por Detmann et al. (2012)
(Tabela 2).

A fim de obter os teores dos residuos néo digeridos dos materiais
utilizados, estes foram acondicionados em sacos de tecido nao tecido (TNT)
com gramatura de 100 g/m2. Os sacos foram confeccionados de modo a
apresentarem dimensao livre de 4 x 5 cm. Portanto possuiam area exposta de

40 cm? considerando as duas faces dos mesmos. Uma vez confeccionados, os
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sacos foram mantidos em ebulicdo por 15 minutos em solucédo de detergente
neutro comercial. Posteriormente, os sacos foram secos em estufa ventilada a
60 °C por 48 horas e, sequencialmente, levados a estufa ndo ventilada a 105
°C por duas horas e, entdo, pesados, obtendo-se as taras. As amostras foram
inseridas nos sacos na proporcdo de 20 mg de MS/cm? de superficie exposta
(Nocek, 1988).

Tabela 1 — Materiais utilizados no ensaio experimental

Classificacao Material

Farelo de trigo
Concentrados energéticos Fuba de milho

Sorgo moido

B Farelo de algodéo 38%
Concentrados protéicos _
Farelo de soja

Cana-de-acuUcar in natura

Feno de capim braquiaria

Volumosos
Feno de Tifton 85
Silagem de milho
Fezes de bovinos
Fezes Fezes de ovinos alto concentrado?!

Fezes de ovinos baixo concentrado?

1/ Coletadas diretamente na ampola retal de ovinos alimentados com dieta a base de silagem
de milho e concentrado na propor¢édo 60:40. 2/ Coletadas diretamente na ampola retal de

ovinos alimentados com dieta a base de capim elefante econcentrado na propor¢éo 90:10.

Para a obtencdo dos dados de campo utilizou-se um delineamento
quadrado latino 4 x 4. Os materiais foram divididos em quatro grupos,
compostos por trés materiais cada. Posteriormente cada um desses grupos foi
incubado no ramen de um ovino macho adulto sem raca definida, fistulado no
rimen. Assim sendo, foram utilizados quatro animais para incubacao. A
incubacéo foi realizada em diferentes tempos, dentro de cada periodo. Durante
0s periodos de incubacdo os animais receberam a mesma dieta, constituida
por capim elefante (70% da MS) e concentrado a base de milho e farelo de soja

(30% da MS). Os animais tiveram a sua disposi¢cdo agua e mistura mineral para
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consumo ad libitum. O procedimento de incubacgé&o foi repetido quatro vezes,
sendo em cada periodo os grupos de materiais incubados em animais distintos,
com ordem definida mediante sorteio. Desta forma, ao final dos procedimentos
de incubacdo obtiveram-se quatro aliquotas de cada material em cada tempo

de incubacéo.

Tabela 2 — Composicdo quimica dos materiais utilizados no ensaio

experimental

Material Componente

MS MO PB EE FDN
Farelo de trigo 87,58 94,33 15,73 1,52 43,59
Fuba de milho 90,53 98,95 8,77 3,93 11,16
Sorgo moido 88,24 98,86 9,95 2,22 18,79
Farelo de algodao 89,21 94,50 39,18 1,45 36,15
Farelo de soja 88,56 93,76 46,72 1,43 15,82
Cana-de-acucar in natura 24,99 96,26 3,55 0,78 60,81
Feno de capim braquiaria 88,60 94,04 9,45 1,05 79,46
Feno de Tifton 85 88,55 93,56 10,94 2,20 74,08
Silagem de milho 32,54 93,80 6,46 3,18 49,31
Fezes de bovinos 15,03 91,84 7,68 1,46 73,28
Fezes de ovinos AC 38,32 89,20 18,05 3,09 57,37
Fezes de ovinos BC 36,54 74,33 9,54 1,34 53,53

* AC = alto concentrado; BC = baixo concentrado.

Os tempos de incubacédo utilizados seguiram metodologia utilizada por
Casali et al. (2008): 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312
horas. Os sacos foram incubados em ordem reversa de tempo, desta forma, a
retirada dos mesmos foi realizada de forma simultdnea ao final de cada
periodo.

Apos a retirada do rimen os sacos foram lavados em agua corrente, até
gue esta se encontrasse totalmente clara. Na sequéncia os sacos foram
imediatamente colocados em estufa com ventilacdo forcada a 60°C por 72
horas para reducao do teor de umidade, sendo entdo acondicionados em sacos
plasticos e armazenados para posteriores analises.

Os sacos foram, entdo, submetidos a extragcdo em detergente neutro,
por 60 minutos em aparelho analisador de fibras Ankom®. Apés a extracéo dos

compostos ndo FDN, os sacos foram lavados com agua destilada quente e
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acetona, de modo a eliminar os residuos de detergente. Posteriormente, 0s
sacos foram mantidos em estufa ventilada a 60 °C, por 48 horas, sendo
sequencialmente levados a estufa ndo ventilada a 105 °C, por duas horas.
Apbs os procedimentos de secagem, os sacos foram acondicionados em
dessecadores (15 sacos/dessecador) sendo, entdo, pesados em balanca
analitica com preciséo de 0,0001 g, obtendo-se a FDN n&o degradada.

Uma vez determinada a massa dos residuos ndo degradados, os sacos
foram acondicionados em cadinhos de porcelana e levados a mufla a 550°C
por duas horas. Apés a retirada dos cadinhos, estes foram acondicionados em
dessecadores e, apos resfriados, pesados para determinacéo do teor de cinzas
insoltveis em detergente neutro (CIDN) dos residuos ndo degradados. Sacos
de TNT previamente lavados com detergente neutro e de massa conhecida
foram incinerados seguindo o mesmo procedimento, de modo a se obter o teor
de cinzas médio dos mesmos. O teor de cinza dos saquinhos foi entédo
descontado do valor final de CIDN obtido.

Para a interpretacéo individual do perfil de degradacdo de cada material
incubado foi utilizado o modelo proposto por Van Milgen et al. (1991):
Ri=B.(1+k.t)exp (-k.t) +1
em que: R; = residuo ndo digerido da FDN (%); B = fracdo insoluvel
potencialmente degradavel da FDN (%); k = taxa relativa a dinamica de
degradacdo ruminal da fracéo insoltvel potencialmente degradavel (h); t =
tempo de permanéncia no ambiente ruminal (h); | = fracdo indegradavel (%), a
gual representa o teor de FDNI.

A estimacdo dos tempos necessarios para a obtencao da FDNi, aqui
denominado tempo critico (tc), seguiu procedimento adotado por Casali et al.
(2008), fazendo uso das propriedades de intervalo de confianca assintético.
Para cada material incubado, foram utilizados procedimentos iterativos para
gerar a estimativa dos tempos criticos. Estes foram considerados equivalentes
ao tempo em que a estimativa do residuo ndo degradado igualou-se
numericamente ao limite superior do intervalo de confianca assintético (1 — a =

0,95) para o parametro | (Figura 1).
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Figural— Perfil hipotético de degradagcdo ruminal em funcédo do tempo. O
tempo critico (tc) corresponde ao ponto em que o residuo nao
degradado se iguala ao limite superior do intervalo de confianca
assintotico, indicado pelas linhas tracejadas. Extraido de Casali et
al. (2008).

A investigacdo quanto a ocorréncia de contaminacdo mineral em sacos
de TNT gramatura 100 g/m?, neste trabalho, foi realizada a partir da analise do
perfil de disponibilizacdo da matéria mineral associada a FDN, conhecida por
cinza insoluvel em detergente neutro (CIDN). Para tal, assumiu-se que, no caso
da ndo ocorréncia de contaminacdo mineral, os teores relativos de CIDN
deveriam se estabilizar ao longo do tempo. O desaparecimento da CIDN foi
interpretado por meio do modelo de degradacdo proposto por Waldo et al.
(2972):

R(t) = D(e-c") + 1,

em que: R(t) representa o residuo de incubacdo no tempo t (horas); D é a
fracdo mineral associada a fibra potencialmente disponivel; ¢ é a taxa de
disponibilizacédo da fracdo D; | é a fracdo indisponivel.

Para os dois modelos os ajustamentos nao lineares seguiram 0s

protocolos do algoritmo de Gauss-Newton (Souza, 1998).
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Adianta-se que o método gravimétrico utilizado para a mensuracdo da
matéria mineral dos residuos ndo degradados ndo apresentou sensibilidade
suficiente para os alimentos que apresentam baixos teores de FDN e matéria
mineral associada a esta. Por tal motivo, a contaminacdo mineral ndo sera
discutida para o fuba de milho, sorgo moido, farelo de soja, farelo de trigo e
silagem de milho.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o
utilizando o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Resultados e Discusséao

O tempo médio de incubacdo necessario para o isolamento da FDNi dos
12 materiais foi de 88,4 horas (Tabela 3). Observou-se tempos de incubacéo
para isolamento da FDNi variaveis entre os diferentes materiais , situados entre
34,6 horas e 154,7 horas, valores estes correspondentes as fezes de bovinos e
fuba de milho, respectivamente. A pequena extensao da fracdo FDNpd das
fezes de bovinos associada a elevada taxa de degradacgao ruminal (k) levaram
ao rapido desaparecimento desta fracdo, sendo a relagéo inversa valida para o
fuba de milho.

Atribui-se a alta variabilidade nos tempos criticos (CV = 46,3%) a
diferente natureza dos materiais utilizados neste ensaio, considerando que
foram utilizados alimentos volumosos, concentrados proteicos e energéticos e
fezes os quais apresentam diferentes teores de FDN (Tabela 2), bem como, na
extensao da fracao indigestivel desta (Tabela 3).

Casali et al. (2008) encontraram tempo critico médio de 176,3 horas
para o isolamento da FDNi, utilizando bovinos alimentados com uma relagéo
volumoso:concentrado de 90:10. Estes autores utilizaram alguns materiais
comuns a este estudo: feno de capim-braquiaria, cana-de-acUcar, silagem de
milho, farelo de trigo, fuba de milho e fezes de bovinos. De uma forma geral, os
tempos criticos observados por Casali et al (2008), foram superiores aos
encontrados no presente estudo, confirmando a hipétese de que diferentes
espécies necessitam protocolos de incubacdo especificos. Considerando

apenas os alimentos comuns aos dois experimentos, o isolamento da FDNi
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realizado em bovinos e ovinos ocorreu em média apos 163,98 e 90,58 horas,

respectivamente.

Tabela 3 — Estimativas da taxa relativa & dindmica de degradacgéo ruminal (k)
e da fibra insolivel em detergente neutro indigestivel (FDNi -
%FDN), limite superior do intervalo de confianca assintotico (1 — a

= 0,95) e tempo critico (h) necessério para obtencao da FDNi

. Parametro
Material -

k FDNI LS tc
Farelo de trigo 0,0811 43,00 46,07 57,3
Fuba de milho 0,0300 14,69 19,33 154,7
Sorgo moido 0,0868 15,72 19,56 56,0
Farelo de algodéao 0,0378 40,48 43,14 129,1
Farelo de soja 0,0642 7,02 9,12 88,6
Cana-de-acucar in natura 0,0576 48,62 50,75 86,3
Feno de capim braquiaria 0,0732 38,37 40,19 73,4
Feno de Tifton 85 0,0776 28,21 30,18 70,4
Silagem de milho 0,0365 32,34 35,07 137,2
Fezes de bovinos 0,1390 66,53 68,12 34,6
Fezes de ovinos AC* 0,0399 54,82 58,08 107,5
Fezes de ovinos BC* 0,0685 63,11 65,29 66,3
Média - - - 84,6
Méaximo - - - 154,7
Minimo - - - 34,6
CV% - - - 46,3

* AC = alto concentrado; BC = baixo concentrado.

Apesar da fracdo indigestivel de um material ser uma caracteristica
intrinseca, nédo podendo ser alterada por nenhum sistema enzimatico
(Detmann, 2010), a acdo de sistemas enzimaticos distintos pode produzir
diferentes taxas de dinamica de degradacdo do alimento e seus componentes.
Consequentemente, mudancas nos sistemas enzimaticos podem alterar o
tempo de incubacdo necessario para o isolamento de fracfes indigestiveis.
Desta forma, as divergéncias observadas entre os resultados de Casali et al.
(2008) perante aos gerados neste trabalho podem ser atribuidas a diferencas
inerentes as espécies bovina e ovina. Outrossim, a diferenca entre as dietas
utilizadas nos dois experimentos pode ter alterado o ambiente ruminal

colaborando para a diferenca observada.
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Mertens & Ely (1982) afirmaram que o efeito de diferentes espécies
sobre a capacidade de tamponamento, reciclagem de nutrientes e regulacédo da
taxa de turnover podem afetar consideravelmente a taxa de digestdo no rimen.
Estes autores observaram que os bovinos s&o mais eficientes na utilizagao de
alimentos menos digestiveis do que 0s ovinos, que por sua vez, aproveitam
melhor dietas mais ricas em carboidratos néo fibrosos.

Foi encontrada uma relacédo de 4,93 vezes a reciproca da taxa relativa a
relativa & dindmica de degradacdo ruminal. Mertens (1993) afirmou que para
estimar adequadamente fracdes indigestiveis esta relacdo deveria ser de 4,6.
Este parametro foi contestado por Casali et al. (2008), quanto a sua
aplicabilidade a alimentos de origem tropical, uma vez que no estudo realizado
por estes autores uma relacdo de 4,86 foi encontrada. A relagdo encontrada
neste experimento (4,93) reforca a hipétese de Casali et al. (2008) de que
alimentos de origem tropical apresentam diferencas na dinamica de
degradacdo ruminal em relacdo a alimentos originarios de condicdes
temperadas como os utilizados por Mertens (1993).

As recomendagOes mais recentes a respeito do tempo de incubacéo
para isolamento da FDNIi, dizem respeito apenas a metodologias com uso de
bovinos. Por convencdo estas recomendacdes seguem escalas de 24 horas,
de modo a facilitar os procedimentos de incubacgado. Neste sentido, Casali et al.
(2008) recomendaram um periodo de incubacdo 240 horas para o isolamento
da FDNi em bovinos. O Sistema Noérdico de Avaliacdo de Alimentos (NorFor),
por sua vez, sugere gque a incubacédo para isolamento da FDNi deve ser de 288
horas (Akerlind et al, 2011). Estas recomendacdes excedem o0s tempos
observados com a utilizagdo de ovinos neste estudo. Observou-se no presente
estudo dentre os diversos materiais tempo critico maximo de 154,7 horas.
Seguindo a conveccdo de utilizacdo de escalas de 24 horas para
recomendacdes de procedimentos de incubacéo in situ sugere-se que o tempo
de incubagdo em ovinos para o isolamento da FDNi deve ser de 168 horas.

Uma possivel limitagdo a metodologias que requerem longos tempos de
incubacdo foi sinalizada por Van Milgen et al. (1992). Estes autores
constataram a ocorréncia de contaminacdo mineral em sacos de nailon em
procedimentos in situ em tempos de incubacéao superiores a 240 horas, mesmo

com a posterior lavagem dos sacos com detergente acido. A ocorréncia de tal
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fendmeno foi observada em bovinos alimentados com dietas a base de feno de
alfafa. Os autores observaram que a contaminacao ocorre sobre 0s sacos e
também no interior destes sugerindo que a dimensdo dos poros dos sacos
utilizados nos procedimentos in situ, poderia influenciar a ocorréncia deste
fendbmeno.

O modelo de Waldo et al. (1972) considera o conceito de digestibilidade
potencial, ou seja, admite que uma fragdo do material desaparece
completamente apo6s longos tempos de incubagcdo, sendo a fracdo
remanescente, constante ao longo do tempo, considerada indigestivel. O ajuste
do modelo aos dados demonstra que houve estabilizacdo da CIDN néo
disponibilizada em incubacbes de até 312 horas. Isto indica que ndo houve
ocorréncia de contaminacdo mineral extrinseca em longos tempos de
incubagdo ruminal. Sendo assim, a contaminacdo mineral observada ao final

do periodo de incubacéo € inerente a composicao quimica dos materiais.

Tabela 4 - Estimativas da taxa de disponibilizacdo da CIDN (c) e da fragao
indisponivel da CIDN (base da CIDN), limite superior do intervalo
de confianga assintético (1 — a = 0,95) e tempo critico (h)

necessario para estabilizacdo da CIDN néo disponibilizada

Parametro
Material 20 indi f
c Fracéo indisponivel LS tc 2
da CIDN%

Cana-de-aglcar in 59 26,09 30,67 23,06 0,67
natura
Feno de tifton 85 0,174 22.19 26,29 16,94 0,84
Eeno de capim 4,4, 15,21 19,25 26,76 0,85
raquiaria
Farelo de algodao 0,050 44 25 50,61 43,66 0,59
i‘ézes de ovinos  ,7g 65,14 68,81 29,00 0,58
Eeczes de ovinos g gq 63,26 66,66 40,00 0,52
Fezes de bovinos 0,125 41,05 44 .54 22,67 0,73
Média ] ] ] 28.9 _
CV% ; ] ] 335 )

* AC = alto concentrado; BC = baixo concentrado.
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Utilizando o conceito de intervalo de confianca assintotico foi possivel
determinar o tempo em que ocorre a estabilizacdo dos teores de CIDN para
cada material, sendo este em média igual a 28,9 horas (Tabela 4). Emanuele &
Staples (1990), trabalhando com seis forrageiras, observaram tempos de
disponibilizacdo maxima de macro e microminerais, variando entre duas horas

(potéssio) e 72 horas (calcio - Pennisetum purpureum Schum cv. Mott).

Altas correlacdes entre teores de lignina e FDNi tém sido relatadas
(Smith et al., 1972; Nousiainen et al., 2004). De acordo com Nicodeno & Laura
(2001) a lignina é capaz de ligar-se aos minerais, causando sua precipitacao e
tornando-os indisponiveis. Considera-se que além dos minerais ligados a estes
compostos fenodlicos, os minerais associados a celulose e hemicelulose
blindadas pela lignina, participem significativamente da fracdo indisponivel da
CIDN. Acredita-se que as diferencas observadas na dinamica de degradacao
da FDN e disponibilizacado da CIDN, se devem ao fato de que possivelmente a
acdo microbiana sobre a fracdo potencialmente digestivel da fibra, exponha os
minerais associados ao ambiente ruminal e que estes sejam solubilizados
antes que a fibra potencialmente digestivel seja totalmente degradada. Assim
permaneceria aderida a fibra apenas as cinzas ligadas a lignina e a parede
celular protegida por tais compostos fendlicos.

Neste estudo nédo foi investigada a ocorréncia de contaminagédo mineral
sobre a matéria seca incubada por longos periodos. Todavia, considerando a
ocorréncia deste fendmeno descrita por Van Milgen et al. (1992), acredita-se
gue a acao anidnica do detergente neutro, foi capaz de eliminar os possiveis

depdsitos minerais formados durante o periodo de incubacéo.

Conclusdes

O isolamento in situ da FDNi com a utilizacdo de ovinos alimentados
com 30% de concentrado na dieta, deve basear-se em tempos de incubacéo
de 168 horas. A contaminagcdo mineral extrinseca n&o representa um fator
limitante ao uso de longos tempos de incubacéo para isolamento da FDNi. Para
a validacdo do processo de isolamento da FDNi com ovinos aqui proposto,

sugere-se que sejam realizadas investigacfes a cerca da precisdo e acuracia
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das estimativas de parametros de digestibilidade, comparando estes aos
gerados pelo método da coleta total e também ao método indireto com

utilizacdo de FDNi isolada em bovinos.
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Capitulo 2

Influéncia da dieta sobre o isolamento in situ da fibra insoltvel em
detergente neutro indigestivel (FDNi) e da fibra insolUvel em detergente
acido indigestivel (FDAI) em ovinos

Resumo - Objetivou-se avaliar a influéncia do nivel de concentrado da dieta
sobre as estimativas da FDNi e FDAI de alimentos volumosos e os tempos de
incubacado in situ necessarios para o isolamento destas fracbes em ovinos.
Foram utilizadas para os procedimentos in situ amostras dos alimentos: cana-
de-acUcar in natura, feno de tifton 85, palha de milho e silagem de milho. Todas
as amostras foram processadas em moinho de facas utilizando peneira com
poros de 2 mm de diametro. Posteriormente, as amostras foram
acondicionadas em sacos de tecido néo tecido (TNT, gramatura 100g/m?) de
dimenséo igual a 4 x 5 cm, na propor¢cdo de 20 mg de matéria seca(MS)/cmz2 de
superficie exposta. Os tratamentos constituiram-se de dietas com diferentes
relacbes volumoso(V):concentrado(C): 100V:0C; 80V:20C; 60V:40C e
40V:60C. Os tratamentos foram designados a quatro ovinos machos, sem raca
definida, fistulados no rimen por meio de um delineamento quadrado latino 4 x
4. Utilizou-se os mesmos tempos de incubacdo utilizados no primeiro
experimento. Apés a retirada dos sacos, estes tiveram seus teores de FDN e
FDA analisados de forma sequencial. Os perfis de degradacdo foram
inicialmente interpretados de forma individual para cada alimento em cada
tratamento através de modelo logistico ndo linear. Procedeu-se, para cada
alimento incubado, a comparacdo entre os modelos ajustados, de modo a
verificar o efeito dos tratamentos sobre as estimativas das fracGes indigestiveis
(FDNi e FDAI) e taxa relativa a dindmica de degradacao ruminal. Observou-se
efeito de tratamento (P<0,05) sobre a estimativa da FDNi e FDAI da cana-de-
acucar e silagem de milho. Para todos os alimentos foi observada influéncia
dos tratamentos (P<0,05) sobre as taxas de degradacdo da FDN e FDA.
Recomenda-se, para procedimentos in situ, em ovinos alimentados com até
20% de concentrado, a utilizacdo de incubacdes de 120 e 144 horas, para
isolamento da FDNi e FDAI, respectivamente.
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Diet influence on the isolation of neutral indigestible detergent insoluble
(iINDF) and indigestible acid detergent insoluble (iIADF) in sheep

Abstract — The objective was to evaluate the influence of concentrate level in
the diet on the estimates of roughages iINDF and iADF, and, incubation time
needed for the in situ isolation of these fractions in sheep. The following forages
were used for in situ procedures: in natura sugarcane, Tifton 85 hay, corn straw
and corn silage. The samples were processed in a cutting mill with a sieve pore
of 2 mm diameter. The samples were placed in 4 x 5 cm bags of non woven
textile (NWT - 100g / m?) at the rate of 20 mg dry matter / cm 2. The treatments
consisted on diets with different roughage (R): concentrate (C) proportions:
100V: 0OC; 80V: 20C, 60V: 40C, 40F: 60C. Treatments were assigned to four
male sheep breed, rumen using a Latin square design 4 x 4. The same
incubation times used in the first experiment were applied in this experiment.
After removal of the bags, they had their NDF and ADF contents analyzed
sequentially. The degradation profiles were initially interpreted individually for
each forage in each treatment using a non-linear logistic model. For each
incubated roughage, the adjusted models were compared to check the effect of
treatments on the indigestible fractions (INDF and IADF) estimates and the fiber
degradation rate. It was observed treatment effect (P <0.05) on the iINDFi and
IADF estimates for in natura sugarcane and corn silage. It was observed
influence of the treatments (P <0.05) on the degradation rates of NDF and ADF
to the four roughages It is recommended that for in situ procedures using sheep
fed up to 20% concentrate, incubations times of 120 and 144 hours be used for

isolation of INDF and iADF, respectively.
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Introducéo

A digestdo de componentes fibrosos pode ser influenciada por fatores
extrinsecos. A composicdo da dieta pode notadamente afetar a populacao
microbiana ruminal (Huhtanen et al., 2006) e, consequentemente, a
degradacgdo da fibra. Dietas com alto teor de carboidratos sollveis, ou baixa
fibra, possuem maiores taxas de digestdo e producdo de acidos de cadeia
curta, causando um abaixamento do pH ruminal (Valadares Filho & Pina,
2011). Os microrganismos celuloliticos, responsaveis pela digestdo da fibra,
nao se adaptam bem a tais condi¢des (Slyter, 1976).

Mould et al. (1983) atribuem o efeito depressivo dos carboidratos néao
fibrosos sobre a digestao da parede celular a dois fendmenos diferentes: “efeito
do pH” e “efeito do carboidrato”. Considerando, desta forma, que a presenca de
carboidratos sollveis per se apresenta efeito inibidor da digestdo da fibra. Tal
fenbmeno foi observado, in vitro, por Mertens & Loften (1980), onde os autores
mantiveram o pH da solucéo constante e adicionaram amido, observando uma
leve diminuicdo da taxa de degradacdo da FDN e um grande aumento da fase
lag. Esta fase estd associada principalmente a hidratacdo das particulas e
aderéncia das bactérias a estas. Huhtanen & Khalili (1992) observaram menor
atividade enzimatica de microrganismos aderidos a fibra na presenca de altos
teores de carboidratos. No entanto, Kozloski (2011) considera que o efeito do
pH sobre a digestdo da fibra apresenta maior representatividade.

Huhtanen & Jakkola (1993) trabalhando com niveis crescentes de
concentrados na dieta observaram diminuicdo da taxa de degradacdo da FDN
de 0,081 para 0,047 guando passaram de uma dieta de 25% para 75% de
concentrado, o que denota a influéncia da dieta sobre a degradacé&o da fibra.

O tempo necessario para o isolamento de fracfes fibrosas indigestiveis
€ diretamente influenciado pela taxa de degradacdo da fibra. Desta forma,
fatores que provoquem alteracbes nesta taxa, como dietas com diferentes
relacbes volumoso:concentrado (V:C), devem ser considerados ao se
recomendar uma metodologia para isolamento de tais fragfes indigestiveis.

FracBes quimicas indigestiveis da fibra, como a fibra insolivel em

detergente neutro (FDNi) e a fibra insolavel em detergente &acido (FDAI) sé&o

31



constantemente utilizadas como indicadores internos em experimentos com
ruminantes (Torres et al., 2009; Rodrigues et al., 2010; Sampaio et al., 2011).

Aspectos voltados ao isolamento destas fragcbes sdo de extrema
relevancia para a qualidade dos dados gerados a partir da utilizacdo da FDNi e
FDAI como indicadores internos. Assim, padronizacbes metodoldgicas com
relacdo ao tamanho de particulas, tecido dos sacos utilizados nas incubacdes e
tempo de incubacdo tém sido buscadas (Casali et al., 2008; Valente et al.,
2011). No entanto, pouco tem sido discutido com relacdo a influéncia das
dietas sobre a estimativa de tais fracées, bem como, sobre o tempo necessario
para o isolamento destas.

Ademais, existe grande escassez de trabalhos visando estabelecer uma
metodologia para o isolamento de FDNi e FDAI em procedimentos in situ com
outras espécies que nao a bovina.

Assim, objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar a influéncia de
dietas com diferentes relacbes volumoso:concentrado sobre a estimativa de
FDNi e FDAI, e o tempo de incubacdo em ovinos necessério para obtencao de
tais fragoes.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de
Nutricdo Animal (LNA) do Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Vicosa-MG.

Foram utilizadas amostras de quatro alimentos volumosos: cana-de-
acucar in natura, feno de tifton 85, palha de milho e silagem de milho.

As amostras tiveram seus teores de umidade diminuidos com uso de
estufa de ventilagédo forcada, utilizando-se o bindbmio temperatura tempo 60°C /
72 horas. Posteriormente, as amostras dos materiais foram moidas utilizando-
se peneira de porosidade de 2 mm. O tamanho de particulas utilizado nos
procedimentos de incubacéo in situ baseou-se nas recomendacfes de Casali
et al. (2008).

Para permitir a realizacdo de analises quimicas do material original,
foram retiradas subamostras de cada material e moidas utilizando-se peneira

de 1 mm, também em moinho de facas tipo Willey. As amostras foram ent&o
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analisadas quanto aos seus teores de matéria seca (MS) (INCT-CA G-003/1),
matéria mineral (MM) (INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB) (INCT-CA N-
001/1), extrato etéreo (EE) pelo método de Randall (INCT-CA G-005/1), fibra
insoltvel em detergente neutro (FDN) (INCT-CA F-001/1) e fibra insoluvel em
detergente acido (INCT-CA F-003/1) em aparelho analisador de fibras Ankom®,

conforme descrito por Detmann et al. (2012) (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quimica dos materiais utilizados no ensaio

experimental

Alimento Componente
MS MO PB EE FDN FDA
Cana de acgucar in natura 24,99 96,26 355 0,78 60,81 35,16
Feno de tifton 85 88,55 93,56 10,94 2,20 74,08 33,65
Palha de milho 89,15 98,45 1,35 2,92 90,82 40,82
Silagem de milho 32,54 93,80 6,46 3,18 49,31 26,40

Foram confeccionados sacos de tecido ndo tecido (TNT) com gramatura
de 100 g/m2. Os sacos foram confeccionados de modo a apresentarem
dimenséo livre de 4 x 5 cm. Portanto, possuiam area exposta de 40 cmz
considerando as duas faces dos mesmos. Uma vez confeccionados, 0s sacos
foram lavados em detergente neutro (Detmann et al., 2012), secos em estufa
ventilada a 60 °C, por 48 horas e, sequencialmente, levados a estufa ndo
ventilada, a 105 °C, por duas horas e, entdo, pesados, obtendo-se as taras.
Para realizacdo dos procedimentos in situ, amostras dos quatro alimentos
volumosos foram acondicionadas nos sacos, na proporcdo de 20 mg de
MS/cmz de superficie exposta (Nocek, 1988).

Os tratamentos deste ensaio experimental foram constituidos pela
relacdo volumoso (V):concentrado (C) da dieta dos animais utilizados para o
procedimento de incubacdo, tendo sido constituidos pelas relacfes
100%V:0%C; 80%V:20%C; 60%V:40%C e 40%V:60%C (Tabela 2).

Para a realizagdo da incubagao ruminal das amostras, foram utilizados
guatro ovinos machos adultos, sem raca definida e fistulados no ramen. Os
tempos de incubacao utilizados seguiram metodologia proposta por Casali et
al. (2008): 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas. Os
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sacos foram incubados em ordem reversa de tempo. Sendo assim, a retirada

destes foi realizada de forma simultéanea, ao final de cada periodo.

Tabela 2 — Composigéo alimentar e quimica das dietas experimentais

Composicédo alimentar e quimica Tratamento

(% da MS da dieta) 100V:0C 80V:20C 60V:40C 40V:60C
Silagem de milho 98,27 80 60 40
Fuba de milho - 10,23 31,13 52,02
Farelo de soja - 9,77 8,87 7,98
Uréia/Sulfato de amonio 1,73 - - -
MO 92,96 95,05 95,99 96,93
PB 11,85 11,64 11,53 11,43
FDN 50,67 43,99 36,10 28,22

Para cada tempo de incubacdo, foram incubados, em cada um dos
carneiros, quatro sacos distintos, contendo as amostras de cana-de-acucar in
natura, feno de tifton, palha de milho e silagem de milho. Este procedimento foi
repetido ao longo de quatro periodos de 23 dias, dos quais dez dias foram
despendidos para a adaptacao dos animais a dieta e os treze dias seguintes
para os procedimentos de incubacdo. A cada periodo, os quatro tratamentos
foram aplicados em animais distintos, constituindo um delineamento em
guadrado latino 4x4. Desta forma, ao final dos quatro periodos, foram obtidas
guatro aliquotas de cada material incubado, em cada tempo de incubacédo
utilizado, para cada tratamento aplicado aos animais. Durante todo o
experimento, 0s animais tiveram,a sua disposi¢do, agua e mistura mineral para
consumo ad libitum.

Apos a retirada do rumen, os sacos foram lavados com agua corrente,
até que esta se encontrasse totalmente clara. Na sequéncia, os sacos foram,
iImediatamente, colocados em estufa com ventilacdo forcada a 60 °C, por 72
horas para reducdo do teor de umidade, sendo, entdo, acondicionados em
sacos plasticos e armazenados para posteriores analises.

Os sacos foram, em seguida, submetidos a extracdo com detergente
neutro, por 60 minutos, em aparelho analisador de fibras Ankom®. Apds a
extracdo dos compostos ndo FDN, os sacos foram lavados com agua destilada
guente e acetona, de modo a eliminar os residuos de detergente.

Posteriormente, os sacos foram mantidos em estufa ventilada a 60°C, por 48
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horas, sendo sequencialmente levados a estufa ndo ventilada, a 105°C, por
duas horas. ApoOs o0s procedimentos de secagem, o0s sacos foram
acondicionados em dessecadores (15 sacos/dessecador), sendo, entéo,
pesados em balanga analitica com precisdo de 0,0001 g, obtendo-se a FDN
nao degradada.

Para determinacdo dos teores de FDA ndo degradada, foram,
novamente, realizados os procedimentos descritos para obtencdo da FDN nao
degradada, com a substituicdo do detergente neutro pelo detergente acido.

O perfil de degradacdo da FDN e FDA de cada material em cada
tratamento foi interpretado individualmente utilizando o modelo proposto por
Van Milgen et al. (1991):

Ri=B.(1+k.t)exp(-k.t)+1

Onde: R; = residuo ndo digerido da FDN ou FDA (%); B = fragdo insollvel
potencialmente degradavel da FDN ou FDA (%); k = taxa relativa a dinamica de
degradacdo ruminal da fracdo insoltvel potencialmente degradavel (h); t =
tempo de permanéncia no ambiente ruminal (h) e | = fracdo indegradavel (%), a
gual representa o teor de FDNi ou FDAI.

Os ajustamentos nédo lineares seguiram 0s protocolos do algoritmo de
Gauss-Newton (Souza, 1998).

Os modelos ajustados foram comparados, de forma a verificar o efeito
dos tratamentos sobre a estimativa do parametro | (FDNi e FDAI). Para tal,
utilizou-se o teste de identidade de modelos de regressao nao linear descrito

por Regazzi (2003), com as seguintes hipoteses:

Ho: l1ioov:oc = lsov:20c = lsov:aoc = laov:eoc X Ha: N@0 Ho

No caso de rejeicdo de Hp, concluiu-se que o0s tratamentos
apresentaram efeito sobre as estimativas da FDNi e FDAI. No caso de
aceitacdo da hipotese de nulidade, as estimativas dos demais parametros
foram geradas considerando um valor constante para o parametro |.

Avaliou-se o0 efeito dos tratamentos sobre o parametro k (taxa de
degradacdo), através da comparacdo dos modelos ajustados utilizando-se o
teste de identidade de modelos de regressdo nao linear descrito por Regazzi
(2003), mediante as hipoteses:

Ho: Kioov:oc = Ksov:20c = Keov:aoc = Kaov:e0c X Ha: Nd0 Ho
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A influéncia dos tratamentos sobre a estimativa do parametro k, indica
indiretamente a homogeneidade dos tempos criticos observados entre 0s
tratamentos, uma vez que esta indica a velocidade com que ocorre a
degradacéao ruminal (Van Milgen et al., 1991).

A estimacdo do tempo de incubacdo necessario para a obtencdo da
FDNi e FDA para cada material em cada relacéo V:C, aqui denominado tempo
critico (tc), seguiu procedimento adotado por Casali et al. (2008), fazendo uso
das propriedades de intervalo de confianga assintotico. Foram utilizados
procedimentos iterativos para gerar a estimativa dos tempos criticos. Estes
foram considerados equivalentes ao tempo em que a estimativa do residuo néo
degradado igualou-se numericamente ao limite superior do intervalo de
confianca assintético (1 — a = 0,95) para o parametro I(Figura 1). Todos o0s
procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o utilizando o software R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), considerando-se periodo e animal
como efeitos fixos.

100
90 -
80 -
70 4

60 -

Residuo nao-degradado (%)

Tempo

Figura 1 — Perfil hipotético de degradacdo ruminal em funcdo do tempo. O
tempo critico (tc) corresponde ao ponto em que o residuo ndo degradado se
iguala ao limite superior do intervalo de confianca assintético, indicado pelas
linhas tracejadas. Extraido de Casali et al. (2008).
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Resultados e Discussao

Observou-se efeito dos tratamentos (P<0,05) sobre as estimativas de
FDNi e FDAI da cana-de-acUcar in natura e silagem de milho. As estimativas
das fracdes FDNi e FDAI do feno de Tifton 85 e palha de milho, por sua vez,
nao diferiram entre os tratamentos (Tabela 3). Com relacdo as taxas relativas a
degradacdo da FDN e FDA, o teste de identidade apontou efeito dos
tratamentos (P<0,05) para todos os alimentos (Tabela 4).

Tabela 3 — Niveis descritivos de probabilidade (P-valor) para o erro tipo |
associado a hipoteses de nulidade para diferencas nas

estimativas da dimensdo da fracdo indigestivel entre os

tratamentos.
Fracéo indigestivel
Volumoso FDNi FDAI
Cana de acucar in natura 0.0113 0.0075
Feno de Tifton 85 0.5001 0.2631
Palha de milho 0.2473 0.1659
Silagem de milho 0.0089 0.0124

A dimensdo da fracdo indigestivel ndo € afetada pelo ambiente ruminal,
tratando-se de uma caracteristica intrinseca do alimento (Detmann, 2010).
Portanto, as diferencas nas estimativas da FDNi e FDAI da cana-de-acucar in
natura e silagem de milho, observadas neste experimento, ndo representam
diferencas reais na dimensao destas fraces. Todavia, a diferenca observada
demonstrou que o método utilizado foi incapaz de estimar adequadamente a
dimensédo da FDNi e FDAI, superestimando este parametro para os volumosos
nos tratamentos 60V:40C e 40V:60C para cana-de-acucar in natura e 40V:60C
para silagem de milho. Ademais a superestimacdo da FDNi e FDAIi causou
vieses também no tempo critico e taxa de degradacdo da FDN e FDA (k),
tornando invalida qualquer discusséo a respeito dos dados associados a tais
superestimativas (Tabelas 5 e 6).

Acredita-se que o maior teor de concentrado dos tratamentos em

guestao tenha reduzido drasticamente a real taxa de degradagdo da porcéo
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fibrosa destes volumosos, fazendo com que o tempo maximo de incubacéo
utilizado (312 horas) néao fosse suficiente para o isolamento da FDNI.

As taxas de degradacdo da fibra sdo afetadas diretamente pela dieta,
especialmente pelo aumento do teor de carboidratos rapidamente
fermentesciveis. O aumento do aporte de carboidratos nédo fibrosos ao rimen
apresenta efeito negativo sobre a digestdo da fibra, o qual tém sido atribuido
principalmente & diminuicdo do pH ruminal (Mould et al., 1983). Cullen et al.
(1986) observaram que todos os acUcares, com excecdo das pentoses,
causam abaixamento do pH ruminal e aumento das concentracdes de &cido

latico.

Tabela 4 — Niveis descritivos de probabilidade (P-valor) para o erro tipo |
associado as hipoteses de nulidade para diferengcas nas
estimativas da taxa relativa a dinamica de degradacéo ruminal (k)

entre os tratamentos.

Fracdo indigestivel

Volumoso FDNi FDAI
Cana de agucar in natura 0,0053 0,0065
Feno de Tifton 85 <0,001 0,0002
Palha de milho 0,0068 0,0161
Silagem de milho 0,0158 0,0165

Observou-se para cana-de-acUcar in natura que nos tratamentos
100V:0C e 80V:20C o teor de FDNi estimado apresentou valores proximos e
inferiores aos gerados nos tratamentos de maior inclusao de concentrado. Para
silagem de milho nos tratamentos com inclusdo de concentrado até o nivel de
40% foram geradas estimativas da FDNi préximas numericamente e abaixo
daquela gerada para o tratamento 40V:60C (Tabela 5).

As estimativas referentes a FDAI apresentaram comportamento similar
ao observado para FDNi com relacdo a dimenséo da fracao indigestivel. Para a
cana-de-acUcar in natura, os tratamentos 60V:40C e 40V:60C superestimaram
a FDAI. Nos tratamentos 100V:0C e 80V:20C, observou-se queda na taxa de
degradacédo com o aumento da proporcdo de concentrado na dieta. A silagem

de milho teve sua fracdo FDAI adequadamente estimada para os tratamentos

38



100V:0C, 80V:20C e 60V:40C. N&o obstante, o tratamento 40V:60C
superestimou a FDAI (Tabela 6).

Portanto, para a cana-de-agucar in natura, observou-se ocorréncia de
vieses nas estimativas desde a inclusdo de 40% de concentrado na dietas,
diferindo do comportamento observado para os demais volumosos. A baixa
gualidade da fibra da cana-de-acUcar exige intensa a acdo das bactérias
fibroliticas para sua degradacdo. De modo que, a reducéo na populacao deste
tipo de microrganismo provocada pelo alto uso de carboidratos néo fibrosos

afetou a taxa de degradacgao deste volumoso em maior extensao.

Tabela 5 — Estimativas da taxa relativa a dinamica de degradac&o ruminal da
FDN (k) e da FDNi (% da FDN), limite superior (LS) do intervalo
de confianca assintético (1 — a = 0,95) e tempo critico (tc - horas)
necessario para o isolamento da FDNi de quatro alimentos

volumosos.

Parametro

Vol Trat t
olumoso ratamento " EDNi LS ™

Cana de acucar in natura 100Vv:0C 0,0698 60,42 67,05 46,3
Cana de agucar in natura 80V:20C 0,0372 58,81 65,65 87,1
Cana de acucar in natura 60V:40C 0,0503 70,42 77,14 56,2
Cana de acucar in natura 40V:60C 0,0344 73,15 79,96 77,7

Feno de Tifton 85 100V:0C 0,0573 53,83 61,98 54,4
Feno de Tifton 85 80V:20C 0,0398 53,83 61,98 79,4
Feno de Tifton 85 60V:40C 0,0297 53,83 61,98 106,4
Feno de Tifton 85 40V:60C 0,0256 53,83 61,98 1233
Palha de milho 100V:0C 0,0450 41,79 50,36 75,5
Palha de milho 80V:20C 0,0382 41,79 50,36 88,9
Palha de milho 60V:40C 0,0250 41,79 50,36  135,7
Palha de milho 40V:60C 0,0337 41,79 50,36 100,9
Silagem de milho 100V:0C 0,0261 46,02 55,97 1189
Silagem de milho 80V:20C 0,0256 50,20 60,34 116,0
Silagem de milho 60V:40C 0,0179 50,52 61,43 160,3
Silagem de milho 40V:60C 0,0310 66,8 76,60 79,5

De forma geral, observou-se diminui¢cdo das taxas de degradacao FDN e
FDA com o aumento da participacdo de concentrado na dieta nos tratamentos
em que a FDNi e FDAiI nao foram superestimadas (Tabelas 5 e 6). Um
resultado ndo esperado foi observado para a palha de milho, havendo um
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aumento em sua taxa de degradacdo da FDN de 0,0250 para 0,0337 com a
elevacdo da participacdo de concentrado na dieta de 40 para 60% (Tabela 5).
A diminuigdo do pH ruminal leva a altera¢cdes na microbiota ruminal causando
reducdo na populagdo de bactérias fibroliticas, reduzindo assim a eficiéncia de
degradacdo das fracdes fibrosas da dieta. Khalili & Huhtanen (1991),
observaram que as taxas de degradacdo da FDN e FDA reduziram de 0,056
para 0,034 e de 0,060 para 0,034, respectivamente, quando reduziram o teor
de FDN da dieta em cerca de 25% e, acrescentaram sacarose a dieta de
bovinos.

O tempo de incubacdo necessario para isolamento da FDNi e FDAI é

dependente da extenséo da dimenséo destas fracOes e da taxa de degradacao
da fracdo potencialmente digestivel da FDN e FDA. Portanto, para as situagdes
em que as fragBes indigestiveis ndo foram superestimadas, maiores tempos
criticos foram observados para o0s tratamentos com maior inclusdo de
concentrado.
Para todos os alimentos 0s tempos necessérios para o isolamento da FDNi
foram inferiores aqueles necessérios para isolamento da FDAI nos diferentes
tratamentos para os quatro volumosos. O maiores tempos criticos foram
observados para silagem de milho no tratamento 60V:40C, correspondendo a
160,3 e 184,3 horas para FDNi e FDAI, respectivamente (Tabelas 5 e 6). Casali
et al. (2008) observaram tempo critico de 196,5 horas para FDNi e 248,8 horas
para FDAI para silagem de milho em incubacdo em bovinos alimentados com
dieta composta por 90% de volumoso e 10% de concentrado. Estes autores
recomendaram, para o isolamento da FDNi e FDAi em bovinos, incubacdes por
240 e 264 horas, respectivamente.

Na busca por uma recomendacao universal para o isolamento da FDNi e
FDAI de alimentos volumosos em ovinos, acredita-se que a utilizacdo de dietas
com mais de 20% de concentrado para 0s animais utilizados nos
procedimentos de incubacéo devem ser evitadas. Uma vez que, alimentos com
fibra de pior qualidade podem né&o ter suas fracoes indigestiveis corretamente

isoladas, conforme observado para cana-de-agucar in natura neste estudo.
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Tabela 6 - Estimativas da taxa relativa a dindmica de degrada¢cédo ruminal
da FDA (k) e da FDAIi (% da FDA), limite superior (LS) do
intervalo de confianca assintotico (1 — a = 0,95) e tempo critico

(tc - horas) necesséario para o isolamento da FDAI.

Parametro

Volumoso Tratamento -
k FDAI LS tc

Cana de agucar in natura 100Vv:0C 0,0508 62,46 70,53 57,1
Cana de acucar in natura 80V:20C 0,0284 61,06 69,41 102,2
Cana de agucar in natura 60V:40C 0,039 73,16 81,29 62,2
Cana de agucar in natura 40V:60C 0,0278 78,59 86,87 74,5

Feno de Tifton 85 100v:0C 0,0534 56,02 65,43 54,4
Feno de Tifton 85 80V:20C 0,0334 56,02 65,43 87

Feno de Tifton 85 60V:40C 0,0234 56,02 6543 126,8
Feno de Tifton 85 40V:60C 0,016 56,02 65,43 181,1
Palha de milho 100Vv:0C 0,0421 43,76 534 75,9
Palha de milho 80V:20C 0,0333 43,76 534 96,2
Palha de milho 60V:40C 0,0252 43,76 53,4 126,8
Palha de milho 40V:60C 0,0202 43,76 53,4 1587
Silagem de milho 100v:0C 0,0231 49,12 60,17 1249
Silagem de milho 80V:20C 0,02 48,35 59,84 1426
Silagem de milho 60V:40C 0,0142 49,61 62,92 184,3
Silagem de milho 40V:60C 0,0243 71,17 82,14 86,2

Para a dieta com até 20% de concentrado, 0s maiores tempos criticos
foram observados para a silagem de milho, correspondendo a 118,9 e 142,6
horas para FDNi e FDAI, respectivamente (Tabelas 5 e 6). A recomendagéao de
tempos superiores aos observados para os diversos materiais utilizados neste
tipo de estudo é desejavel, pois, garante-se o isolamento das fracdes
indigestiveis e, ainda, padronizam-se os procedimentos de incubacdo para
todos os materiais utilizados nos ensaios de digestibilidade, como pondera
Casali et al. (2008).

A utilizacdo de escalas de 24 horas nos procedimentos de incubacao in
situ para isolamento de fracfGes indigestiveis tem sido convencionada na
literatura (Ferret et al., 1999; Zeoula et al., 2002; Dias et al., 2007; Sampaio et
al., 2011; Tamminga et al., 1989). Desta forma, incubacdes in situ em ovinos
alimentados com dietas com até 20% de concentrado de 120 e 144 horas, sao
suficientes para o isolamento da FDNi e FDAI, respectivamente, de alimentos

volumosos.
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Os resultados deste experimento, com relacdo ao tempo necessario
para isolamento da FDNi de alimentos volumosos, discordam daqueles
observados no experimento que originou o primeiro capitulo desta Dissertacao,
neste o maior tempo critico para alimentos volumosos foi observado para a
silagem de milho e correspondeu a 137,2 horas. No entanto, ressalta-se que no
trabalho apresentado no primeiro capitulo a dieta dos ovinos utilizados nos
procedimentos de incubacado consistia apresentava 30% de concentrado.

Ressalta-se a necessidade de realizagcdo de novas investigacoes
cientificas utilizando alimentos concentrados e fezes para observacao do efeito
da dieta sobre do tempo de incubac&o necessario para isolamento da FDNi e
FDAI destes materiais. Desta forma, sera possivel o estabelecimento de um
protocolo Unico considerando tempo de incubacdo e nivel méximo de
concentrado na dieta de ovinos utilizados nos procedimentos de isolamento da

FDNi e FDAI em materiais de qualquer natureza.

Conclusoes

O teor de carboidratos nao fibrosos presentes na dieta de ovinos
utilizados em procedimentos de in situ afeta diretamente o tempo necessario
para o isolamento da FDNi e FDAI de alimentos volumosos. Incubacées in situ
por periodo de 120 e 144 horas sao indicada para isolamento da FDNi e FDAI,
respectivamente, de alimentos volumosos, utilizando ovinos alimentados com

dietas com até 20% de concentrado.
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