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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a substituicdo do indculo
ruminal pelo in6culo fecal através da técnica de digestibilidade in vitro
de alimentos volumosos e concentrados. Para tanto, foram realizados 2
ensaios. No primeiro, avaliou-se diferentes diluicdes (FZzoo, FZ4o0,
FZsq) do inéculo fecal (solucdo tampdo:fezes) em ensaios de
digestibilidade in vitro de forrageiras e farelos. Em seguida, avaliou-se o
indculo fecal como substituto do indculo ruminal em ensaios de
digestibilidade in vitro da matéria seca e fibra em detergente neutro de
forrageiras. Estes ensaios foram conduzidos na Fazenda Experimental
de Iguatemi (FEI) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Para a
determinacdo da DIVMS e DIVFDN foi utilizada a técnica descrita por
Tilley & Terry (1963) adaptada para o Fermentador Ruminal DAISY" -
ANKOM®. N&o se encontraram diferencas entre as diluicdes testadas
para a DIVMS dos alimentos. Ndo houve diferenca entre os indculos
utilizados para a DIVMS de farelos e para leguminosas, porém, o
inéculo fecal proporcionou valores inferiores de DIVMS para gramineas
frescas e fenos. Para andlise de DIVFDN houve diferenca entre os
inéculos para todos os alimentos analisados (gramineas frescas, fenos e
leguminosas). Por isso, recomenda-se a as seguintes equacdes de
correcdo para matéria seca e fibra em detergente neutro: DIVMS(%) =
2759 + 0,71DIVMSFZ (r>=0,6620); DIVFDN(%) = 22,68 +
0,82DIVFDNFZ (r=0,5444), respectivamente. Assim conclui-se que o
inoculo fecal de bovinos possui grande potencial em substituir o indculo
ruminal nos ensaios de digestibilidade in vitro matéria seca e fibra em
detergente neutro para os alimentos avaliados. Recomenda-se a dilui¢do
de 300g de fezes para 1000mL de solucdo tampéo (FZ3z0) como sendo a
mais apropriada para a substituicdo do inéculo ruminal no método de
DIVMS e DIVFDN.

Palavras-chave: diluicdo, fermentadora DAISY" fibra em detergente
neutro, gramineas, liquido ruminal, matéria seca






ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the replacement of rumen fluid by
fecal inoculum for in vitro digestibility technique used in fermenting
Artificial DAISYIl (ANKOM®) in roughages and concentrate feeds
analyzes. For this purpose 2 trials were performed. At first, different
dilutions (FZzp0, FZ400, FZsoo) OF fecal inoculum (buffer: feces) on in
vitro digestibility trials of forage and grains/concentrate were evaluated.
After, fecal inoculum was evaluated as a substitute for rumen fluid in
roughages in vitro dry matter and neutral detergent fiber digestibility
analysis. These researches were conducted at Fazenda Experimental
Iguatemi at Universidade Estadual de Maringa, Maringa city, Parana
state. Two non-lactating Holstein cows, fistulated in the rumen,
averaging 654 kg of body weight were used as donors of ruminal liquid
and feces (FZ). IVDMD and IVNDFD were analyzed the Tilley and
Terry (1963) technique adapted to Fermenter Rumen DAISY", which
was developed by ANKOM® Technology Corporation, NY, USA.
There was no difference among treatments for IVDMD of concentrate
feeds and legumes forages, but feces inoculum reduced IVDMD of fresh
forages and hays. There was no difference among dilutions for IVDMD
of feedstuffs. Thus, great potential of bovine feces to replace ruminal
inoculum at IVDMD assays was found, and our results suggests that 300
g of feces per 1000 mL of buffer solution as adequate dilution.
Therefore, adjusting equations have been developed for digestibility
data using feces as inoculum. For IVDMD and IVNDFD, positive
correlations of 81.41% and 73.79% were observed with the following
equations: IVDMD(%) = 27.59+0.71IVDMDFC (r2 = 0.6620);
IVNDFD(%) = 22.68+0.82IVDNDFFC (r2 = 0.5444), respectively.
There was a linear effect for IVDMD and IVNDFD, suggesting that it is
possible to replace rumen fluid by feces as inoculum source for in vitro
dry matter and neutral detergent fiber digestibility for the evaluated
feeds. It is recommended dilution of 300 g feces to 1000 ml of buffer
(FZ300) as the most appropriate for the replacement of the rumen fluid
at IVDMD and IVNDFD methods.

Key-words: dilution, DAISY" fermenter, neutral detergent fiber, grass,
ruminal liquid, dry matter
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1 INTRODUCAO

O manejo nutricional de ruminantes induz alteracdes na fisiologia
ruminal, uma vez que o tipo da dieta altera a populacdo de
microrganismos, taxa de passagem do alimento, a motilidade e a
velocidade de absorcdo dos nutrientes com impacto sobre a
digestibilidade. Nesse sentido, para a obtengdo de um bom desempenho
produtivo na criacdo de ruminantes deve-se atentar para interagdes entre
0 animal e o processo digestdrio, a fim de que o custo energético dos
ajustes fisiologicos sejam os menores possiveis (FURLAN; MACARI;
FARIA FILHO, 2006).

Os métodos quimicos utilizados para caracterizar a composicao
nutritiva dos alimentos, denominados quimico-bromatoldgicas,
constituem como etapa inicial do processo de avaliacdo do alimento,
porém, insuficientes para determinar a eficiéncia de utilizacdo e
transformacéo pelo animal em, por exemplo, I, carne e leite. Para isso,
necessita-se utilizar os métodos bioldgicos, nos quais consistem em
determinar os coeficientes de digestibilidade e, também, degradabilidade
do alimento.

Os métodos in vivo de determinacgéo da digestibilidade das dietas
(matéria seca e dos nutrientes) é de grande confiabilidade, porém,
oneroso, demorado e controverso quanto ao uso dos animais. O método
in vitro é uma boa opc¢do para avaliar varios alimentos simultaneamente
em laboratério, porém, assim como o método in situ, sdo técnicas que
necessitam da coleta de in6culo ruminal (SILVA et al., 2003), que é
comumente recolhido a partir de animais munidos de fistula ruminal, ou,
ainda, de animais recém abatidos (CUTRIGNELLI et al.,, 2005) ou
através do esdfago via sonda esofagica (MOULD et al., 2005). A
fistulacdo e implantacdo da canula no rimen e nos intestinos sdo
realizadas mediante intervencdo cirdrgica, que varia conforme o tipo de
canula utilizada (MUZZI; MUZZI; GABELLINI, 2009).

A necessidade de fistular animais levanta uma série de problemas
praticos, como por exemplo, instalacdes cirlrgicas, cuidados constantes
para evitar infeccbes (especialmente nos trépicos) e custos associados
com a manutencéo a longo prazo destes animais. Além disso, ha certo
nimero de consideracBes éticas relacionadas com estas técnicas no que
diz respeito ao bem-estar dos animais (MAURICIO et al., 2001;
MOULD et al., 2005). Por isso, é imprescindivel desenvolver técnicas in
vitro, que sejam menos dependentes de liquido ruminal de animais
fistulados.
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Na literatura, Akhter (1994) ndo encontrou nenhuma diferenca
significativa na digestibilidade in vitro utilizando in6culo fecal de
doadores alimentados com diferentes dietas concentrado-feno. E, ainda,
muitos autores tém recomendado a utilizacdo de fezes como uma
potencial alternativa de fonte de indculo para a digestibilidade in vitro
pelo método desenvolvido por Tilley e Terry (AKHTER et al., 1999;
CONE; VAN GELDER; BACHMANN, 2002; EL SHAER; OMED;
CHAMBERLAIN, 1987) e, tambem, por intermédio da técnica de
producdo de gas in vitro (CHEN; ZHAO, 2004; HARRISON;
BLAUWIEKEL; STOKES, 1994; MAURICIO et al, 2001,
THEODOROU et al., 1994) devido ao seu potencial para simular a
cinética de fermentacdo no rdmen e prever digestibilidade e
degradabilidade in vivo, principalmente, de forragens.

Akhter & Hossain, (1998) verificando a substituicdo de liquido
ruminal por fezes de bovinos na digestibilidade in vitro, encontraram
valores absolutos de digestibilidade menores para o indculo com fezes,
apresentando, porém, alta correlagéo (r2=0,95) com o liquido ruminal.

Mauricio et al. (2001) compararam os in6culos ruminal e fecal de
vacas como fonte de microrganismos para técnica de producdo de gas in
vitro e encontraram na curva de fermentacdo um tempo de colonizagdo
(lag phase) superior para o inéculo fecal, devido a menor atividade ou
concentracdo de microrganismos, porém com grande potencial como
indculo alternativo para a técnica in vitro.

Embora haja um consenso geral na literatura quanto ao potencial
do in6culo fecal como fonte de in6culo microbiano em sistemas de
fermentacdo ruminal in vitro, existem limitacdes nos trabalhos ja
realizados e, por isso, muitos autores discutem a real viabilidade deste
método. Sdo levantadas discussdes quanto: a eficiéncia do mesmo
através de uma ampla gama de alimentos, pois a maioria dos trabalhos
utiliza apenas um Unico ingrediente, como substrato para a incubacéo; a
falta de padronizacéo das dietas consumidas pelos animais doadores, ja
gue cada estudo utiliza uma dieta especifica, isto €, ndo se tem definido
qual relacdo concentrado/volumoso é mais apropriada para que o
inéculo fecal tenha microbiota, no ambito quantitativo e qualitativo,
adequados ao método; além disso, discute-se qual seria a quantidade de
material fecal necessaria para fornecer a concentracdo 6tima destes
microbios para os valores de digestibilidade; e ainda quais sdo os
microrganismos que colonizam o material fecal de estudo, isto é,
fornecer caracteristicas especificas do in6culo, o qual muitas vezes é a
parte mais varidvel e mal descrita do método em artigos cientificos
(CHEN; ZHAO, 2004; MAURICIO et al., 2001; MOULD et al., 2005;
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OMED; LOVETT; AXFORD, 2000; THEODOROU et al., 1994;
ZICARELLI et al., 2011).

E pertinente, ndo s6 para permitir a comparag&o entre os estudos,
mas para limitar possiveis erros, ter um conjunto de diretrizes aceitas,
incluindo a gestdo dos animais, as técnicas de amostragem e preparagdo
dos indculos, o conhecimento dos microrganismos (protozoarios e
bactérias) presentes nestes, €, ainda, que os sistemas de digestibilidade
in vitro sigam um protocolo padrdo para o uso alternativo de indculo
ruminal (MOULD et al., 2005). Assim, tornaria possivel a utilizacdo e
validacdo de métodos utilizando inéculo fecal em avaliagdes bioldgicas
in vitro, o qual seria uma excelente alternativa aos atuais métodos por
ser menos invasiva aos animais, de simples execucao e menos oneroso.

Deste modo, objetivou-se determinar diretrizes de avaliacdo de
digestibilidade de alimentos diversos (forrageiras) através da técnica de
digestibilidade in vitro utilizando-se de in6culo fecal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERISTICAS DA DIGESTAO DE RUMINANTES

Os ruminantes possuem pré-estbmagos com  estruturas
anatbmicas proprias para a realizacdo do processo de fermentacao,
permitindo o aproveitamento do material fibroso das plantas. Isto
porque, apresentam simbiose com bactérias, fungos e protozoéarios que
tem a capacidade enzimatica para processar carboidratos estruturais
(celulose e hemicelulose) como fonte de energia e compostos
nitrogenados nao proteicos como fonte de proteina (FURLAN;
MACARI; FARIA FILHO, 2006). Para que esses 0rgaos,
principalmente o rimen, se tornasse a eficiente, complexa e simbi6tica
“maquina” capaz de degradar paredes celulares vegetais levaram-se
milhares de anos (VALADARES FILHO; PINA, 2006). Por isso tentar
recriar este compartimento digestorio in vitro e ainda modifica-lo ao néo
uso do inéculo ruminal, como se propde este trabalho, é uma tarefa
herculea.

O manejo nutricional induz altera¢des na fisiologia ruminal, uma
vez que o tipo de alimento altera a populagdo de microrganismos, taxa
de passagem do alimento, a motilidade e a velocidade de absorc¢éo dos
nutrientes com impacto sobre a digestdo dos ruminantes. Quando se
refere ao alimento, diz-se de seus atributos nutricionais e para tal deve-
se notar, principalmente, que a fibra em detergente neutro (FDN) é o
componente que mais se aproxima dos valores do conteiido da parede
celular de um vegetal, sendo o componente que melhor representa 0s
constituintes de baixa digestibilidade da dieta (MERTENS, 1989).
Assim, quanto maior o teor de %FDN menor serd a digestibilidade de
um alimento.

Nesse sentido, para a obtencdo de um bom desempenho produtivo
na criagdo de ruminantes deve-se atentar para intera¢fes entre o0 animal
e 0 processo digestorio, a fim de que o custo energético dos ajustes
fisiolégicos sejam os menores possiveis (FURLAN; MACARI; FARIA
FILHO, 2006). Os pré-estomagos (reticulo, rimen e omaso) tém a
fungdo de reter o alimento nesse segmento para acdo fermentativa dos
microrganismos ruminais por meio da fermentacdo anaerdbia. Ja o
abomaso é o estomago verdadeiro, glandular e com grande capacidade
de digestdo de nutrientes. Além disso, o processo digestivo dos
ruminantes apresenta a particularidade da ruminacdo, que é o ato de
remastigar o bolo alimentar, isto para que haja a reducédo das particulas a
fim de facilitar a agregacdo dos microrganismos a estas durante a
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fermentacdo (FURLAN; MACARI; FARIA FILHO, 2006). E
importante salientar que a natureza da dieta influencia diretamente na
ruminagdo; o teor de fibra é positivamente relacionado ao tempo de
ruminagdo e ao tempo de ingestdo, enquanto o tamanho da particula é
positivamente relacionado com a duragdo do tempo de ruminagdo e
mastigacdo (VAN SOEST, 1994). E, também, na microbiota do rimen,
a composicdo da dieta, geralmente, determina a distribuicdo da
populacdo microbiana que utiliza os nutrientes dos alimentos no rimen.
Assim, dietas enriquecidas com proteina favorecem microrganismos
proteoliticos, enquanto as enriquecidas com amido, que sdo pobres em
fibra, estdo associadas a grandes grupos utilizadores de amido
(amiloliticas) (VALADARES FILHO; PINA, 2006).

Tendo em vista as particularidades dos ruminantes, deve-se ter
grande atencdo na formulacdo de dietas, para que estas atendam a
demanda de mantenca e producdo do animal. Um importante critério no
calculo da &rea necessaria para pastagens em sistemas extensivos e
semi-intensivos é o consumo voluntario, que é empregado para designar
o limite méximo do apetite, sob condicBes de alimentacdo ad libitum e,
ainda, a ingestdo de matéria seca que influencia o desempenho animal,
pois é o primeiro ponto determinante do ingresso de nutrientes,
principalmente energia e proteina (PEREIRA et al., 2008).

Deve-se conhecer também o0s compostos complexos
(carboidratos, proteinas, gorduras, vitaminas e sais minerais) que
constituem os alimentos das dietas empregadas a bovinos. A
composi¢cdo dos alimentos pode ser conhecida através de anlises
bromatolégicas, que definem estes compostos de forma quantitativa e
qualitativa. Contudo, somente conhecer a composi¢do do alimento é
insuficiente, pois o animal possui limitagdes fisioldgicas para a absorgéo
de seus componentes. Por isso, andlises que estudam a interacdo
alimento-animal, como por exemplo, as analises bioldgicas, sdo de
grande importancia. Neste caso, podem-se citar as analises de
digestibilidade ruminal.

2.2 DIGESTIBILIDADE DE ALIMENTOS

A proporcdo de uma alimentacdo que ndo é excretada nas fezes é
assumida como absorvida pelo animal, e esta é definido como a
digestibilidade aparente da ra¢do. Contudo, esta ndo é a digestibilidade
verdadeira. Os residuos de alimentos ndo digeridos e as fezes contém
enzimas e outras substancias secretadas no intestino que ndo séo
reabsorvidas. As partes do tubo digestivo, que se desprendem quando a
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racdo passa através do intestino, sdo também excretadas nas fezes
(MCDONALD et al., 1995). A quantidade deste material metabolico
que é inevitavelmente perdida é diretamente proporcional a matéria seca
(MS) do consumo, independentemente do tipo de forragem. A
determinacdo do coeficiente de digestibilidade verdadeira, em vez de
digestibilidade aparente pode ser cientificamente mais precisa
(MINSON, 1990), devido ao fato de considerar as perdas endogenas
presentes nas fezes e na urina.

Segundo Mertens (1992), o consumo voluntario de alimento é
responsavel por 70% da variacdo no potencial de producdo animal; 0s
30% restantes ficam por conta da digestibilidade e eficiéncia de
utilizacdo dos alimentos. Por isso, a obtencdo de estimativas de
digestibilidade dos alimentos constitui aspecto basico para o
conhecimento de seu valor energético, notadamente via nutrientes
digestiveis totais (NDT), permitindo o balanceamento adequado de
dietas que atendam as demandas para mantenca e producdo dos animais
(DETMANN et al., 2006).

No entanto, mesmo constituindo parametro digestivo estatico, ou
seja, podendo ser representado por uma estimativa pontual, 0 acesso a
digestibilidade de um alimento ou de seus respectivos componentes
guimicos constitui processo oneroso e demorado, sobretudo quando
realizado pelos métodos classicos in vivo (DETMANN et al., 2006).

As técnicas bioldgicas de fermentacdo, alternativas ao método in
vivo, usadas para avaliar a valor nutricional de alimentos incluem
métodos in vitro e digestdo com microrganismos do rimen, como por
exemplo: 0 método adaptado de Tilley & Terry (1963); indiretamente
através da técnica de produgdo de gas (MENKE et al., 1979;
THEODOROU et al., 1994); pelo método de determinagdo da
digestibilidade real da matéria organica (GOERING; VAN SOEST,
1970); e, também, pelo método de degradacdo enzimatica com celulase
de células livre de fungos (BOEVER et al., 1986).

Diversos grupos de estudos ressaltam as desvantagens de
utilizacdo de liquido ruminal recém-recolhido de animais
permanentemente fistulados (CHEN; ZHAO, 2004; MAURICIO et al.,
2001; THEODOROU et al., 1994; ZICARELLI et al., 2011). A
necessidade de fistular animais levanta uma série de problemas praticos,
como por exemplo, instalagdes cirdrgicas, cuidados constantes para
evitar infecgdes (especialmente nos trépicos) e custos associados com a
manutencdo a longo prazo destes animais. Além disso, ha certo nimero
de consideracGes éticas relacionadas com estas técnicas no que diz
respeito ao bem-estar dos animais (MAURICIO et al., 2001; MOULD et
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al., 2005). Muito estudos tem analisado a possibilidade de substituicdo
do indculo ruminal por uma suspensdo a partir de indculo fecal, como os
realizados por Cutrignelli et al. (2005); Dhanoa et al. (2004); Mauricio
et al. (2001); Omed et al. (1998) e Zicarelli et al. (2011).

2.3 TECNICA DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO (DIV)

Estudos revisados por Omed et al. (2000), demostraram que fezes
de animais ruminantes tém grande potencial como alternativa de inéculo
para técnicas de DIV. O sucesso usando in6culo fecal nesta técnica foi
observado em diversos trabalhos estimando a digestibilidade de uma
variedade de alimentos com indculos provindos de bubalinos
(CUTRIGNELLI et al., 2005), ovinos (CONE; VAN GELDER;
BACHMANN, 2002; ZICARELLI et al., 2011), equinos (EARING et
al., 2010) e bovinos (MAURICIO et al., 2001).

Cutrignelli et al. (2005) avaliaram a utilizacdo do inéculo fecal de
bufalos como alternativa ao fluido do rdmen, para a avaliacdo de
alimentos por meio da técnica da producéo de gas in vitro. O indculo
ruminal foi coletado a partir de animais em jejum por cerca de doze
horas e, dessa forma, o autor explica a baixa atividade dos
microrganismos e que por isso o indculo fecal ndo diferiu do ruminal
guanto ao tempo de colonizagdo e, ainda, a producdo de gas total foi
maior para o inéculo fecal.

Cone et al. (2002) realizaram trabalho utilizando inéculos fecais e
ruminais provenientes de bovinos e ovinos, e verificaram que o indculo
ruminal de ovinos pode ser utilizado como uma alternativa ao de
bovinos para determinar com preciséo as diferengas na producéo total de
gas em 24 e 48 horas. Ainda, os autores informaram que o inéculo fecal
de bovinos ndo pode ser substituto do ruminal para determinacdo em 24
horas de incubacdo através da técnica de producdo de gases, contudo,
guando a estimativa é feita para tempos de incubacdo de 48 horas o
inéculo fecal demonstra-se uma boa alternativa. Isto porque, este
apresenta atividade microbiana menor comparado ao indculo ruminal e
assim o tempo de colonizacdo (lag phase) é maior e ndo se tem
correlagdes significativas para baixos tempos de incubag&o.

Zicarelli et al. (2011), também trabalhou com ovinos, e obteve
gue a maioria dos parametros de fermentacdo foram influenciados pela
dieta e o indculo. Para ambos os indculos (fecal e ruminal) a
degradabilidade da matéria organica, a producdo cumulativa de gas € a
taxa de fermentagdo maxima aumentaram & medida que a quantidade de
concentrado na dieta aumentou. A taxa de fermentagdo méxima foi



29

menor no inéculo fecal comparativamente ao inéculo ruminal; a
degradabilidade da matéria organica foi maior para o in6culo fecal
guando comparado com o indculo ruminal; a interacdo dieta — in6culo
foi significativa. Como esperado, para ambos o0s inéculos, a taxa de
fermentacdo maxima aumentou a medida que o teor de fibra em
detergente neutro (FDN) da dieta diminuiu. Correla¢Ges significativas
foram obtidas entre os dois in6culos para a producdo cumulativa de
gas/degradabilidade da matéria organica e gas/acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), enquanto que a correlacio AGCC/degradabilidade da
matéria organica foi significativa apenas para in6culo fecal. A producéo
de biomassa microbiana calculada pela analise estequiométrica para
todas as dietas foi maior para o indculo fecal e para este a matéria
organica utilizada para o crescimento microbiano mostrou uma
tendéncia global decrescente a medida que a quantidade de concentrado
na dieta aumentou.

Recentemente a alternativa mais eficiente para o uso do método
de Tilley e Terry (1963) foi desenvolvido usando o incubador DAISY"
(ANKOM® Technology Corp., Fairport, NY) (EARING et al., 2010),
gue permite a incubacdo simultanea de diferentes alimentos em sacos
selados de poliéster no mesmo vaso de incubagdo. Trabalhos mostraram
gue o uso de fluido ruminal ou fecal em um sistema fechado de
fermentacéo, incubadora DAISY", fornece estimativas vélidas de
matéria seca e digestibilidade de fibra para forragens e grédos
(TUFARELLI et al., 2010).

O trabalho de Earing et al. (2010) objetivou determinar se as
metodologias in vitro desenvolvidos para a incubadora DAISY"
poderiam produzir estimativas precisas para digestibilidade in vivo de
equinos para matéria seca e para fibra em detergente neutro quando
utilizado in6culo fecais destes. As estimativas de digestibilidade podem
ser obtidas num curto periodo de tempo com menos esforco do que o
requerido pelos métodos tradicionais. As fezes de equinos foram
determinadas como sendo uma fonte adequada de indculo microbiano
para determinacdo da DIV de dietas de equinos. A dieta dos doadores de
indculo teve pouca influéncia sobre a digestibilidade da dieta.
Consequentemente, as alteracbes nas populagbes microbianas que
podem ter resultado de composicédo da dieta teve efeito minimo sobre a
digestéo in vitro. No entanto, esta experiéncia ndo avaliou dietas com
alto teor de concentrado.
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24 RUMEN

O efeito geral entre a microbiota do rimen e o animal hospedeiro
é uma relagdo benéfica reciproca, denominada simbiose mutualistica
(MACKIE; WHITE, 1997). Casos de predacdo, competicdo, mutualismo
e antibiose sdo outros exemplos de interagdes entre 0s microrganismos
do rimen, evoluidas durante 70 milhdes de anos. Consequentemente
qualquer estratégia de manipulacdo da fermentacdo ruminal deve levar
em consideracdo esses aspectos ecoldgicos (HOFMANN, 1989;
MACKIE; WHITE, 1997) e, ainda, as caracteristicas inerentes ao
ramen. O rumen pode ser definido como uma cadmara de fermentagéo
estavel (temperatura, pressdo osmdtica, equilibrio iénico) capaz de
fornecer substrato a microbiota (nutrientes na forma de alimento e agua
recém-ingeridos) e, ainda, remover os produtos da fermentagdo (&cidos
graxos de cadeia curta /AGCC, células microbianas, residuos nao
digeridos) (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2006).

Existe no rimen um grande nUmero de espécies de
microrganismos (bactérias, fungos e protozoarios), € ndo ha consenso
entre autores quanto a determinacdo de espécies autdctones neste
compartimento. De acordo com Hungate (1966), uma bactéria é
considerada importante no processo fermentativo quando esta
encontrasse na proporcdo de 10° células por grama de contetido ruminal
fresco, ter sido isolada pelo menos dez vezes em dois ou mais animais e
ter sido isolada, em no minimo, duas diferentes localidades geogréficas.
Para Stewart et al. (1997) uma espécie é considerada como parte da
microbiota ruminal ao apresentar capacidade de efetivo crescimento no
rimen, ser anaerébia e produzir subproduto(s) encontrado(s) no ramen,
isto €, possuir metabolismos compativeis com as reagGes que ocorrem
no ambiente ruminal normal. Entretanto, mesmo uma parcela menor da
populacdo ruminal pode ser muito importante, se exercer um impacto
ecoldgico sobre outra (RASKIN et al., 1997).

@) rimen pode  ser  considerado um sistema
multicompartimentado, devido as diferentes camadas formadas dentro
deste, pela fermentacdo dos alimentos ingeridos, e os diferentes
microrganismos que colonizam os diferentes substratos.

A camada superior é formada pelos gases da fermentacdo (CO,,
CH,, entre outros), abaixo deste estd uma camada flutuante formada pelo
alimento grosseiramente mastigado, o qual se supde residir uma
pequena porcdo da microbiota ruminal, porém fundamental, estes na sua
maioria bactérias celuloliticas, com tempo de geracdo elevado e
associados a outros grupos, em consércio e/ou em pares metabolicos,
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com elevada interdependéncia e atividades metabdlicas (KRAUSE et al.,
2003; VAN SOEST, 1994). Particulas solidas com dimensdes médias de
2 mm, que ja passaram pelo processo de ruminagédo, tem grande nimero
de bactérias e filamentos (hifas) de fungos aderidos. Nas particulas
solidas também se encontram protozodarios ciliados por estratégia de
sobrevivéncia, devido ao seu tempo de geracdo, normalmente, ser maior
do que a taxa de passagem da fase solida (AKIN; BENNER, 1988;
AKIN; LYON; WINDHAM, 1989; AKIN, 1987).

Sob a camada mais grosseira de alimento e sobre a camada
liguida encontra-se uma fase intermediaria que de acordo com
Czerkawski (1986), tem fungdo de transferéncia de material microbiano,
de nutrientes e de produtos da fermentacao entre as populagdes das fases
gue o circundam; e devido sua elevada atividade metabdlica cria um
gradiente de concentracdo que pode auxiliar tanto no suprimento de
nutrientes, quanto na remocao.

Abaixo da fase intermediaria, encontra-se a fase liquida com uma
concentracdo microbiana menor e reduzida atividade metabdlica
(CZERKAWSKI, 1986). No entanto, Costerton & Cheng (1982) e
Costerton et al. (1981) afirmam que ali estdo presentes microrganismos
aptos a colonizarem alimentos recém-ingeridos ou superficies de tecidos
recém-expostas, o0 que os leva atribuir grande atividade metabolica.

Como observado o rimen €& um meio complexo, dificil
caracterizacdo e que, por isso, cria divergentes opinides. Dessa forma, o
uso de ferramentas moleculares € um instrumento valioso para o estudo
da ecologia microbiana ruminal (ARCURI et al., 2003; RASKIN et al.,
1997).

2.5 MICROBIOTA RUMINAL E FECAL

A digestdo em ruminantes é realizada, na sua maior porcéao, pela
microflora do reticulo-rimen (HUNGATE, 1966). Van Gylswyk et al.
(1992) afirmaram que 0s microrganismos ruminais que ocorrem em
nimeros significativos possuem taxas de crescimento suficiente para
colonizar contetdo ruminal, que estd em constante rotatividade. Ainda,
gue as dietas de ruminantes que sdo, tipicamente, deficientes em um ou
mais fatores de crescimento permitem o crescimento rapido de espécies
minoritarias, as chamadas espécies "especialistas”, como Ruminobacter
amylophilus (amilolitica) e a Fibrobacter succinogenes (celulolitica). As
espécies de bactérias ruminais mais abundantes sdo as "generalistas" ou
"ndo especifica”, tal como Prevotella ruminicola e Butyrivibrio
fibrosolvens, que degradam uma ampla gama de polimeros, ou como a
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Selenomonas ruminantium que utilizam uma ampla variedade de
produtos finais.

Quando comparado isolados provindos do ramen e de material
fecal encontrou-se a viabilidade total e o nUmero de espécies
celuloliticas de 10 a 1000 vezes maior no contetudo ruminal (KERN et
al., 1974; LATHAM; SHARPE; SUTTON, 1971). Contudo,
identificaram-se espécies similares e em proporc¢éo diferente para cada
um dos in6culos. As bactérias celuloliticas, por exemplo, do género
Butyrivibrio sdo mais dominantes no rimen, enquanto, as Ruminococcus
prevalecem nas fezes (LEWIS, S.M., DEHORITY, 1985; MANN;
@RSKOV, 1973; SHARPE; LATHAM; REITER, 1975). Similarmente,
El-meadaway et al. (1998), encontraram uma populacdo mais
diversificada e um maior contetido total de bactérias no rimen com as
espécies dominantes do género Prevotella, Butyrivibrio e Selenomonas.
Em contraste, observaram uma populacéo celuloliticas muito menor nas
fezes, com populacdo predominante dos géneros Lactobacillus e
Streptococcus.

Latham et al. (1971) substituindo todo o feno da dieta por
alimento concentrado (milho e cevada) encontrou nimero de bactérias
semelhante para a dieta a base de volumoso e concentrado (2,95 a
5,13x10%). Contudo o niimero de bactérias celuloliticas decresceu de 10’
para 10°, na troca do feno para cevada e para 10% com a troca por milho.
Esse efeito da dieta foi observado por Lewis & Dehority (1985) também
na populagdo de bactérias das fezes quando bovinos foram submetidos a
dietas de 100:0 e 20:80 (Feno de Timothy e grdo de milho moido).
Observou-se contelido total viavel de 6x10° e 5x10'%/mL de bactérias,
respectivamente, mas ndo houve diferenga na populacdo celulolitica
(12x10° e 4x10°/mL).

A populagdo de protozoarios em bovinos é de apenas em média
de 10°mL, mas representam cerca de metade da biomassa microbiana e
sdo responsaveis por cerca de 25% da atividade celulolitica microbiana
do rimen e ainda ajudam a manter o pH alto realizando o englobamento
de granulos de amido. Devido ao baixo pH do abomaso 0s protozoarios
ndo sobrevivem a passagem por ele (HOBSON, 1971), e desta forma, as
fezes ndo apresentam atividade de protozodrios.

A maioria dos fungos é capaz de fermentar amido e glicogénio,
para além de polissacarideos da parede celular, embora
preferencialmente utilizem agucares simples (GORDON; PHILLIPS,
1998). Davies et al. (1993), encontraram sua maior concentra¢cdo no
ramen, com o declinio gradativo do abomaso até o intestino delgado,



33

mas com aumento significativo no intestino grosso. Dessa forma,
encontra-se atividade de fungos também nas fezes.

As populacdes de microrganismos celuloliticos que ficam
agregados as particulas solidas durante a passagem do ramen, se
deslocam para 0 omaso, em seguida abomaso e intestinos, sofrem
massivas perdas, devido a digestdo verdadeira (MOULD et al., 2005). A
maioria dos microrganismos do rimen nao utiliza proteinas, lipideos e
acidos graxos de cadeia curta como fontes de energia, para seu
crescimento, e sim carboidratos como sua principal fonte de energia
(NOCEK; RUSSELL, 1988). Somado a isto, 0s microrganismos que
fermentam carboidratos fibrosos (celulose, hemicelulose e lignina)
apresentam lenta taxa de crescimento e usam somente amoénia como
fonte de nitrogénio; ja os microrganismos que utilizam carboidratos ndo-
fibrosos (pectina, amido) crescem mais rapidamente que 0s primeiros e
podem utilizar amodnia, peptideos e aminoacidos como fonte de
nitrogénio (N) para seu crescimento (RUSSELL et al., 1983).

Por consequéncia, quando comparamos o liquido ruminal com o
indculo fecal exibe-se diferenca marcante na populagdo fibrolitica
(quebra de carboidratos fibrosos) e semelhanca acentuada na populagédo
amilolitica (quebra de carboidratos nado-fibrosos).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o inéculo fecal de bovinos em substituicdo ao indculo
ruminal na determinag&o in vitro da digestibilidade dos alimentos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar diferentes diluicdes do indculo fecal (solugdo
tampdo:fezes) em ensaios de digestibilidade in vitro de
forrageiras e farelos;

e Avaliar a correlagdo existente entre o inoculo fecal e o indculo
ruminal em ensaios de digestibilidade in vitro da matéria seca e
fibra em detergente neutro de forrageiras;

e Avaliar as caracteristicas quimicas dos alimentos (andlise
bromatoldgica);

e Analisar a regressao linear simples e a regressdo linear multipla
existente entre os indculos ruminal e fecal para a digestibilidade
in vitro da matéria seca e fibra em detergente neutro.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi
(FEI) da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e nos Laboratérios
de Anélises de Alimentos e Nutricdo Animal e Digestibilidade in vitro e
Metabolismo Animal, do Departamento de Zootecnia da UEM,
Maringa, Estado do Parana. O presente estudo foi aprovado pelas
ComissGes de Etica no Uso de Animais da UEM e da UFSC, sob
parecer n°29/2014 (Anexo 1) e n°157/2014 (Anexo 2), respectivamente.

Os animais doadores de in6culos foram duas vacas secas da raca
Holandesa Pb, fistuladas no rimen, com peso corporal (PC) médio de
654 kg. As vacas eram mantidas em piquetes com pastagem de grama-
estrela (Cynodon dactylon) e suplementadas (0,5% PC) com mistura
concentrada (Tabela 1), de manh& (08:00 h) e de tarde (16:00 h). A
mistura concentrada era composta por 60% de farelo de milho, 12% de
farelo de soja, 25% de farelo de trigo e 3% de sal mineral Bovipasto®.
Além disso, disponibilizou-se sombra e agua ad libitum as doadoras. O
periodo de adaptacéo a dieta foi de 15 dias.

Tabela 1 — Composicdo quimica da grama-estrela (Cynodon dactylon) e
do suplemento consumido pelos animais doadores.

Nutrientes MS glkg MS

g/kg EE PB MM FDN FDA
Grama-
estrela 277,8 13,2 227,6 87,2 674,7 319,6

Suplemento  895,7 36,2 218,1 83,5 2053 78,4

MS: matéria seca; EE: extrato etéreo; PB: proteina bruta; MM: matéria mineral;
FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente &cido.

Os alimentos testados foram: silagem de milho (Zea mays), feno
de Coast-Cross (Cynodon dactylon), feno de aveia (Avena strigosa),
feno de alfafa (Medicago sativa), feno de tifton 85 (Cynodon spp.),
Brachiaria humidicola cv. Llanero, Brachiaria brizantha cv. Xaraés,
Panicum maximum cv. Mombaga, Amendoim Forrageiro (Arachis
pintoi), Soja Perene (Neonotonia wightii), farelo de milho (Zea mays),
farelo de soja (Glycine max) e farelo de trigo (Triticum spp.).

As forrageiras B. humidicola, Xaraés e Mombaga foram colhidas
no ponto de maior produtividade e teor nutricional, isto é, quando a
planta atinge 95% de interceptacdo de luz (SANTOS & VIEIRA, 2011)
no outono/inverno. Procedeu-se a secagem destes alimentos em estufa
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de circulagdo de ar forgado a 55°C (gor 72 horas e depois processados em
moinho do tipo faca (MARCONI™), provido de peneira com crivos de
Imm.

Os alimentos selecionados foram avaliados quanto a
concentracdo de matéria seca e composi¢do quimica (Tabela 2). Para as
analises de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta
(PB) e extrato etéreo (EE), usou-se a metodologia de Silva e Queiroz
(2002). As andlises de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente &cido (FDA) foram determinadas segundo Mertens (2002) e
Van Soest et al. (1991).

Tabela 2 — Composi¢do quimica dos alimentos avaliados.

MS g/kg MS

Alimento
kg MM EE PB FDN FDA

Gramineas Frescas

B. humidicola 2189 556 16,2 90,9 7422 4104
P. Mombaga 2405 635 88 1129 7459 3905

B. Xaraés 1935 78,2 20,1 104,7 6786 368,3
Conservados

Coast cross, feno 9262 372 42 440 8351 4494

Aveia, feno 946,7 81,1 99 843 7589 4400

Tifton 85, feno 8478 433 68 543 8374 4361

Alfafa, feno 876,6 96,9 11,1 2319 5191 3565

Milho, silagem 2936 484 29,9 90,8 4634 2682

Farelos

Soja, farelo 8819 64,1 206 5434 1346 108,6

Milho, farelo 8858 146 437 875 1710 31,9

Trigo, farelo 887,7 40,0 31,8 191,7 360,1 99,7

Leguminosas

Amendoim Forrageiro 228,99 107,7 11,6 209,3 463,1 3183
Soja perene 2192 84,3 179 2399 4488 3284

MS: Matéria Seca, MM: Matéria Mineral, EE: Extrato Etéreo, PB:' Proteina
Bruta, FDN: Fibra em Detergente Neutro, FDA: Fibra em Detergente Acido.
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4.1 ENSAIOS

A dissertacdo foi subdividida em dois ensaios, pois cada um
destes visou responder a um dos objetivos especificos:

e Ensaio 1 — Determinacdo da diluicdo (tamp&o:fezes) mais
adequada de indculo fecal para técnica de DIVMS dos
alimentos;

e Ensaio 2 — Correlacdo entre o indculo ruminal e o indculo fecal
mais adequado obtido no Ensaio 1 para determinar a DIVMS e
DIVFDN dos alimentos.

41.1 Ensaiol

TRATAMENTOS

Os tratamentos consistiram em diferentes fontes de indculo
microbiano, liquido ruminal (LR) e fezes (FZ), para andlise de
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) de alguns alimentos na
Fermentadora Artificial DAISY" (ANKOM®).

O liquido ruminal foi preparado seguindo as recomendacfes da
ANKOM na propor¢do 1:5 (400mL de LR para 1600mL de solucdo
tampdo), enquanto as FZ foram preparadas em trés diferentes diluicGes,
nas seguintes proporcdes de fezes para solugdo tampdo: 300g/1000mL
(FZ3g0), 400g/1000mL (FZs0) e 500g/1000mL (FZsq), perfazendo
assim quatro tratamentos.

Para avaliar a eficiéncia dos indculos, foram testados 9 alimentos:
feno de Coast-Cross (FCC), feno de aveia (FAV), pastagem de
Brachiaria humidicola cv. Llanero (BHL), pastagem de Panicum
maximum cv. Mombaca (PMM), Amendoim Forrageiro (AFO), Soja
Perene (SPE), farelo de milho (FMI), farelo de soja (FSO) e farelo de
trigo (FTR).

TECNICA

Para a determinacdo da DIVMS foi utilizada a técnica descrita
por Tilley & Terry (1963) adaptada para o Fermentador Ruminal
DAISY",  desenvolvida pela empresa ANKOM® Technology
Corporation, NY, USA, conforme descrito por HOLDEN (1999).

Os alimentos foram previamente processados em moinho do tipo
faca (MARCONI®), provido de peneira com crivos de 1mm, e pesados
em duplicata contendo 0,25g de amostra em cada bolsa F57 (5x5,5cm?,
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ANKOM®), para posteriormente, serem acondicionados nos jarros
providos de in6culo.

A solucdo tampéo (saliva artificial) foi preparada com a mistura
das solugdes A e B em uma relagéo de 5:1, apresentando pH final de 6,8
a temperatura de 39°C. A solucdo A (g/L) composta por: 10,09 KH,POy;
0,59 MgS0,4.7H,0; 0,59 NaCl; 0,1g CaCl,.2H,0 e 0,5g uréia, € a
solucdo B (g/100mL): 15,0g Na,COs; 1,0 g Na,S.9H,0.

O liquido ruminal foi colhido antes da suplementacdo matinal,
através de fistula ruminal. Para o inéculo ruminal, manteve-se uma
proporcao de 50% de material da fase sélida (colhida manualmente) e
50% de material liquido (colhido atraveés de bomba de sucgdo). Em
seguida, o indculo foi transferido para a garrafa térmica pré-lavada e
pré-aquecida a 39°C, adicionando-se CO, antes e ap0s a colocagdo do
inéculo liquido ruminal, juntamente com o material na fase solida por
aproximadamente 30 segundos, lacrando-se a garrafa para o transporte
até o laboratorio.

As fezes foram coletadas (3 coletas) diretamente do reto, cerca de
1,5kg de fezes de cada animal por coleta, no mesmo horério da coleta do
liquido ruminal. Ap6s a coleta, as fezes foram colocadas em garrafa
térmica, pré-lavada e pré-aquecida a 39°C, antes e apés a colocacdo do
material injetou-se CO,, entdo, as garrafas foram lacradas e
transportadas ao laboratorio.

Em seguida, o material fecal foi diluido em solucdo tampéo (pH
6,8; 39°C) nas seguintes propor¢des: 300g/1000mL, 400g/1000mL e
500g/1000mL. Em seguida, procedeu-se a homogeneizacdo das
diluicdes e do liquido ruminal, no liquidificador, pré-aquecido (39°C) e
purgado com CO,, durante aproximadamente 30 segundos. Apos a
obtengdo dos inoculos, LR, FZsgp, FZsgo, FZsp, foram filtrados
individualmente em 4 camadas de tecido de 100% algoddo (gaze) e
espremidos a mao até serem obtidos 400mL de cada indculo para cada
jarro. Cada um dos indculos foi preparado isoladamente para cada um
dos animais doadores.

Em cada jarro foi adicionado 1600mL de saliva artificial, as
amostras em bolsas F57 e 400mL de in6culo. Antes e depois da
colocacdo dos in6culos adicionou-se CO, durante 30 segundos, para
imediatamente fecha-los com tampa dotada de valvula de escape de
gases. A temperatura foi mantida a 39°C e os sacos-filtro foram
incubados por 48 horas.

O método de 2 estagios foi completado pela adicdo de cerca de
30mL de HCI (6 Normalidade) e 8g de pepsina (1:10.000) em cada
jarro, mantendo a temperatura a 39°C por mais 24 horas. A pepsina foi
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dissolvida em 35mL de H,O destilada e, em seguida, foi verificado o
valor do pH (2 - 3,5).

No término desse periodo, os jarros foram drenados e 0s sacos
lavados no prdprio jarro fermentador, 6 vezes com agua destilada. O gas
contido nos sacos foi removido com delicada pressdo das maos sobre 0s
mesmos. Os sacos foram secos a 105°C em estufa por 24 horas para a
secagem definitiva e determinagdo da digestibilidade in vitro da matéria
seca (DIVMS).

Apdbs serem retirados da estufa, os sacos foram colocados em
dessecador para atingirem a temperatura ambiente. Em seguida, foram
pesados em balanca analitica com precisdo de 0,0001g para se
determinar a matéria seca (MS). A DIVMS foi calculada pela diferenca
da quantidade incubada do residuo que ficou ap6s a incubacgdo, por meio
da seguinte formula:

DIVMS =

MS do alimento - MS do residuo
MS do alimento

ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (LR, FZ3g0, FZ400, FZs00) € 6 repeticdes
(2 animais x 3 incubacdes). Os efeitos dos tratamentos foram estudados
por analise de variancia e os contrastes de médias pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade, por meio do Sistema de Anélises Estatisticas (SAS)
desenvolvido pelo SAS Institute Inc., Cary, NC, USA (2002).

412 Ensaio 2

TRATAMENTOS

Os tratamentos analisados constituiram de inéculo do liquido
ruminal (LR) e das fezes (FZ), para determinacdo da DIVMS e
DIVFDN (DAISY" — ANKOM®) de alimentos volumosos. O inéculo
fezes foi calibrado na diluicdo 3009/1000mL (FZ3zq), conforme
resultados do Ensaio 1.

Para avaliar a eficiéncia dos inéculos, foram utilizadas 8
forragens: silagem de milho (SMI), feno de Tifton 85 (FTF), feno de
aveia (FAV), feno de alfafa (FAF), pastagem de Brachiaria humidicola
cv. Llanero (BHL), pastagem de Brachiaria brizantha cv. Xaraés
(BBX), pastagem de Panicum maximum cv. Mombaca (PMM) e
Amendoim Forrageiro (AFO).
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TECNICA

Para a determinacdo da DIVMS e DIVFDN utilizou-se a técnica
descrita Ipor Tilley e Terry (1963) adaptada para o Fermentador Ruminal
DAISY" conforme descrito por HOLDEN (1999). Contudo, para a
determinacdo da DIVFDN excluiu-se a segunda etapa da digestdo
enzimatica, sendo os filtros (F57) lavados, logo apds a primeira etapa da
fermentacdo ruminal, e submetidos a analise da determinacdo de FDN
(ANKOM* Fiber Analyzer, ANKOM® Technology Corporation, NY,
USA).

Os procedimentos de coleta, manuseio e preparo dos indculos,
fezes e liquido ruminal, e amostras foram realizadas conforme descrito
no Ensaio 1, porém, as amostras foram pesadas em triplicata e foram
realizadas 4 coletas de material fecal e ruminal.

A DIVMS foi calculada pela diferenca da quantidade incubada e
o residuo que ficou apds a incubacédo, por meio da seguinte formula:

MS do alimento - MS do residuo

DIVMS =
MS do alimento

A DIVFDN foi calculada pela diferenca da quantidade que foi
incubada e o residuo que ficou ap6s a andlise de FDN do material
incubado, por meio da seguinte formula:

FDN do alimento - FDN do residuo

DIVFDN = FDN do alimento

ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado com 2 tratamentos (LR e FZ3q) € 8 repeticdes (2 animais x
4 incubagdes). Os efeitos dos tratamentos foram avaliados por analise de
varidancia e os contrastes de médias pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Ainda analisou-se a regressao linear simples e a regressdo
linear multipla (modelo linear de 2° grau) existente entre os tratamentos,
por meio do SAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DIFERENTES DILUICOES FEZES:TAMPAO PARA DIVMS
DE FARELOS E FORRAGEIRAS

Os diferentes tratamentos (LR, FZzq0, FZ400, FZ500, Tabela 3) nédo
influenciaram as DIVMS dos farelos e das leguminosas (Tabela 4).
Estes alimentos possuem menores teores de carboidratos fibrosos e
maior teor proteico (Tabela 2) quando comparados com as forrageiras
frescas (BHL e PMM) e os conservados (FCC e FAV).

Tabela 3 — Valores médios de matéria seca (g/kg) das diferentes
diluicGes de fezes (FZz00, FZ400, FZs00), das fezes sem diluicdo (FZ) e do
liguido ruminal (LR).

M até ri a FZ* FZ3OO FZ400 FZSOO LR

Seca
(g/kg) 1443 0,069 0,094 0,121 0,659

*Material assim como colhido dos animais doadores.

Tabela 4 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS g/kg) dos
alimentos incubados com diferentes fontes de indculo: liquido ruminal
(LR) e as diluicdes de fezes (FZzp9, FZ400 € FZs00).

. DIVMS (g/Kg de MS) Erro
Alimentos n pvalue .
LR FZ300 FZ 400 FZs00 Padrdo

Gramineas Frescas

BHL 6636a 5165b 5258b 531,9b 23 0,0013 10,71
PMM  6588a 536,6b 5586b 5426b 23 0,0009 6,56

Conservados

FCC 434,0a 306,2bc 3196b 263,7c 21 0,0004 5,69
FAV 560,4a 393,0bc 422,0b 3742c 21 0,0001 3,72

Farelos
FSO 0512 9142 9221 8931 24 10,1788 7,56
FMI 923,2 907,4 9148 9130 24 0,6327 1,85

FTR 8210 7975 8124 7987 24 10,0985 121

Leguminosas

AFO 669,8 6350 6398 6513 22 10,3923 5,84
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SPE 6709 6095 6306 6226 21 0,1055 5,20

Médias na linha seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si
(p>0,05).

BHL: Pastagem de Brachiaria humidicola cv. Llanero, PMM: Pastagem de
Panicum maximum cv. Mombaca, FCC: Feno de Coast-Cross, FAV: Feno de
aveia, FSO: Farelo de soja, FMI: Farelo de milho, FTR: Farelo de trigo, AFO:
Amendoim Forrageiro, SPE: Soja Perene.

Alcalde et al. (2001), comparando o liquido de rdmen com
diferentes diluicdes de fezes de bovino, encontraram valores
semelhantes de DIVMS dos farelos de soja (FSO), milho (FMI) e trigo
(FTR) de 98,78%, 95,79% e 80,19%, respectivamente. Além disso, 0s
referidos autores também néo observaram efeito dos diferentes inoculos
sobre a DIVMS dos farelos. A auséncia de efeito dos inoculos também
foi observada por Silva et al. (2003) sobre a DIVMS da casca de soja e
milho moido. J& Mabjeesh et al. (2000) registraram valores médios
inferiores para o FTR e FMI; suas médias de DIVMS com indculo
ruminal foram de 63,4% e 85,9%, respectivamente.

As leguminosas forrageiras, amendoim forrageiro (AFO) e soja
perene (SPE), apresentam escassez de dados na literatura, sendo que a
disponibilidade de dados destes alimentos parte na forma conservada. O
feno de AFO possui valor de DIVMS de 78,29% (FERNANDES et al.,
2011) e digestibilidade aparente de 64,4% (LADEIRA et al., 2002),
enquanto que o feno de SPE apresenta valor de 44,3% de digestibilidade
aparente da matéria seca (LADEIRA et al., 2002). O software CQBAL
3.0 apresenta valor de 68,68% de DIVMS do AFO, forragem verde,
contudo este valor é baseado em apenas um trabalho (n=1). Contudo, as
leguminosas forrageiras , bem como os farelos, possuem caracteristicas
guimicas (menor quantidade de carboidratos fibrosos e maior
guantidade de proteina) e estruturais (parede celular menos robusta) que
possibilitam a substituicdo do in6culo ruminal por indculo fecal para a
técnica de DIVMS, sendo que ndo foi observada diferenca entre as
diferentes diluigdes de indculo fecal.

No entanto, observou-se diferenca de DIVMS (P<0,05) de
gramineas frescas e feno incubados com in6culo ruminal ou fecal, cabe
salientar que as diferentes diluicbes resultaram em resultados
semelhantes de digestibilidade para as gramineas frescas, enquanto para
os fenos a diluichio FZ500 mostrou médias inferiores as demais
diluicoes.

Os fenos apresentaram DIVMS inferiores ao observado por
outros autores, como o FCC avaliado por Alcalde et al. (2001), o qual
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observou 80,54%FDN e 61,01%DIVMS. Outro exemplo é Palhano &
Haddad (1992), que para este alimento em diferentes idades de corte (20
a 70 dias), obtiveram valores entre 74,5 e 51,2% de DIVMS pelo
método Tilley & Terry (1963). Ja o FAV analisado por Ferreira et al.
(1993), com 15% de umidade, apresentou DIVMS de 67,22% (TILLEY;
TERRY, 1963).

As gramineas frescas apresentaram valores de DIVMS superior
aos observados por Pereira et al. (1992) e Alencar et al. (2009), os quais
encontraram para BHL (quatro estacfes) e PMM (outono/inverno,
70,15%FDN) as DIVMS de 41,4% e 60,49%, respectivamente.

Dessa forma, sugere-se que alimentos com altos teores de
carboidratos fibrosos, baixos teores de carboidratos prontamente
digestiveis e baixo contelido de proteina, 0s volumosos e principalmente
os conservados, em analises de DIVMS na fermentadora DAISY", séo
sensiveis a substituicdo do inoculo ruminal pelo indculo fecal. Essas
diferencas ocorrem principalmente pelas diferencas existentes na
populacdo microbiolégica destes ino6culos (MOULD et al., 2005).
Quando comparamos o liquido ruminal com o in6culo fecal exibe-se
diferenca marcante (individuos/mL, espécies) dos microrganismos que
fermentam carboidratos fibrosos e semelhanca acentuada das
populacdes que fermentam carboidratos ndo-fibrosos (MOULD et al.,
2005), sendo que a populacdo de bactérias celuloliticas do liquido
ruminal pode ser de 10 a 1000 vezes maior do que aquelas encontradas
no liquido fecal (KERN et al., 1974; LATHAM; SHARPE; SUTTON,
1971) e ainda observa-se uma diversidade maior destas espécies no
liquido ruminal (EL-MEADAWAY et al., 1998). Dessa forma, infere-se
que os microrganismos presentes nas fezes ndo proporcionam a mesma
intensidade de fermentacdo anaerdbica aos alimentos. Isto se fortalece
guando estudos sdo realizados de degradabilidade (técnica de producéo
de gases) ao observa-se um maior tempo de colonizagdo (lag phase)
guando se faz uso de fezes como indculo, isto porque, este apresenta
atividade microbiana menor comparativamente ao inoculo ruminal
(CONE; VAN GELDER; BACHMANN, 2002; ZICARELLI et al.,
2011). Contudo, ainda acredita-se no potencial do método de andlise de
DIVMS com a substituicdo metodoldgica do liquido ruminal por fezes,
necessitando de ajustes (equacOes) para equacionar as diferencas
observadas na DIVMS de forrageiras utilizando estes indculos
(MULLER, 2000).

Os alimentos com elevados conteddos de carboidratos
prontamente digestiveis e também proteinas mostram DIVMS
indiferentes a substituicdo do inéculo. Dessa forma, para estes alimentos
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a substituicdo direta do LR pelas FZ faz-se possivel. Contudo, supde-se
gue a pepsina e o HCI, na segunda etapa da metodologia, ocasionam o
mascaramento das diferencas de digestibilidade total ocasionadas pelas
distintas fontes de material microbiolégico, pois estes simulam a
digestibilidade realizada no abomaso (estbmago verdadeiro), onde
ocorre a quebra das proteinas dos alimentos e, também, da proteina de
origem microbiana. Para tal confirmacdo seria necessario a repeticéo
deste trabalho com a incluséo da andlise digestibilidade in vitro da fibra
em detergente neutro (DIVFDN).

N&o houve diferenca entre as dilui¢des testadas para a DIVMS
dos alimentos. Diante disso, verifica-se que menores dilui¢des, com
maiores concentracdo de material orgénico, ndo ocasionam o aumento
do desempenho fermentativo do indculos. Dessa forma, a simplificacdo
do preparo da solucdo deve ser levada em conta na escolha da melhor
diluigdo.

A diluicdo de 300 g de fezes por 1000mL de solucdo tampdo
ocasiona menor quantidade de fezes coletada e maior facilidade e
rapidez no preparo do inéculo, especialmente durante a filtragem da
solucdo fezes/tampdo em 4 gazes.

5.2 UTILIZAGAO DE FEZES BOVINA PARA DETERMINACAO
DA DIVMS E DIVFDN DE FORRAGEIRAS

Os valores de DIVMS de gramineas frescas e conservadas foram
diferentes (P<0,05) entre os tratamentos, sendo que a incubagdo com
inéculo fecal representou, respectivamente, 82,76% e 82,65% dos
valores de DIVMS com in6culo ruminal (Tabela 5).

A pastagem de BBX apresentou valor de DIVMS superior ao
observado por Alencar et al. (2009) e Sobrinho & Carneiro (2009) de
60,81% e 54,10%, respectivamente, de acordo com o método de Tilley
& Terry (1963). Do mesmo modo, a SMI e o FAV apresentaram valores
médios superiores aos observados na literatura. Contudo, ressalta-se a
grande variacdo na composicdo da SMI dependendo do método de
ensilagem (SENGER et al., 2005). Segundo este autor, a planta de milho
cortada com 90 dias e ensilada com densidade de 625 kg de MV.m?,
proporcionou uma SMI com 25,80% de MS, 54,50% de FDN e 52,20%
de DIVMS pelo método de Tilley & Terry (1963). Em outro exemplo, a
planta de milho cortada com 125 dias, proporcionou uma SMI com
27,77% de MS, 48,68% de FDN e 73,75% de DIVMS na fermentadora
DAISY" (Oliveira et al., 2011). O FTF, segundo dados da literatura,
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apresenta valores de DIVMS entre 59,89% a 67,66% (ALCALDE et al.,
2001; SILVA et al., 2003).

Tabela 5 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) de
forrageiras incubadas com indculo ruminal ou fecal.

DIVMS (g/kg de MS)

Forrageiras i ; i p value Errc3
Inéculo Ruminal  Indculo Fecal Padréo
Gramineas frescas
BHL 679,0 523,2 i <0'f°° 2,74
BBX 676,7 568,6 g 0,0002 9,25
PMM 6759 5803 o 00032 106
Conservados
FAV 569,5 4115 g <0'](_)00 4,88
FTF 448,0 3784, 00076 527
SMI 751,6 685,6 ? 0,0012 2,45
Leguminosas
AFO 696,10 692,90 g 0,7259 1,58
FAF 598,00 596,50 é 0,9460 8,98

BHL: pastagem de Brachiaria humidicola cv. Llanero, PMM: pastagem de
Panicum maximum cv. Mombaca, BBX: Pastagem de Brachiaria brizantha
cv. Xaraés, FAV: feno de aveia, SMI: Silagem de Milho, FTF: Feno de Tifton
85, AFO: amendoim forrageiro, FAF: feno de alfafa.

O FAF apresentou valor de DIVMS semelhante ao encontrado na
literatura de 53,60% a 58,91% (HOLDEN, 1999; MABJEESH et al.,
2000). Os valores de DIVMS de leguminosas forrageiras foram
semelhantes, independente do tipo de indculo utilizado. Com isso,
permite-se inferir que para as leguminosas, a substituicdo do inéculo
ruminal pelo fecal pode ser realizada sem adaptacdes.

Observa-se que forrageiras com maiores teores de carboidratos
fibrosos, apresentaram valores inferiores de digestibilidade,



48

corroborando com as informag6es de Mertens (1989). Nestes alimentos,
o tipo do in6culo utilizado (ruminal ou fecal) influenciou os resultados
de DIVMS, o qual, segundo Mould et al. (2005), o inéculo fecal
apresenta baixo contetido biolégico fibrolitico, ocasionando em menor
intensidade de fermentacdo anaerdbica.

Sendo assim, para utilizar o inéculo fecal para determinacdo da
DIVMS de volumosos (alto teor de fibra e baixo teor de proteina), torna-
se necessario a correcdo dos dados, por meio de uma equacao correlativa
e corretiva. Para tanto, utilizou-se os valores de DIVMS das forrageiras
BHL, PMM, BBX, FAV, FTF e SMI, incubadas com inéculo ruminal
ou fecal. Os dados proporcionaram uma correlacdo positiva de 81,41%,
indicando um efeito linear (enquanto, a regressao linear maltipla nédo
simulou 0 modelo), com coeficiente de determinacdo (r2) de 0,6620,
resultando na seguinte equacédo de corre¢do:

DIVMS(%) = 27,5915 + 0,7072xDIVMSE, (%), onde:
DIVMS: digestiblidade in vitro da matéria seca correspondente ao
inoculo ruminal; DIVMSg;: digestiblidade in vitro da matéria seca
utilizando o indculo fecal.

O forte efeito de linearidade confirma o grande potencial do
inoculo fecal no ensaio de digestibilidade in vitro da matéria seca, e,
mostra a necessidade de mais dados (n) para aumentar o coeficiente de
determinacdo da equacédo de correcdo para as forrageiras.

A utilizacdio de diferentes indculos acarretou em diferenca
(P<0,05) nos valores de digestibilidade in vitro da fibra em detergente
neutro (DIVFDN) das forrageiras avaliadas (Tabela 6). Os valores de
DIVFDN das gramineas frescas, conservadas e leguminosas, quando
incubadas com inéculo fecal, representaram 72,91%, 74,14% e 82,77%
dos valores obtidos com indculo ruminal, respectivamente. Conforme
discutido nos resultados do Ensaio 1, a acdo da pepsina e do HCI
utilizados no segundo estdgio da metodologia de DIVMS estaria
excluindo o efeito dos diferentes inoculos para alimentos com menor
teor de carboidratos fibrosos e/ou ricos em proteina. Diante disso, visto
gue na metodologia da DIVFDN exclui-se 0 segundo estéagio, o efeito
do uso de diferentes in6culos foi percebido. E dessa forma, reforcam-se
as diferencas microbioldgicas existentes entre os inéculos analisados € o
menor potencial de fermentagdo de carboidratos fibrosos do in6culo
fecal.

Os valores médios de DIVFDN encontrados na literatura para
as gramineas frescas, BHL, PMM e BBX, foram inferiores aos
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observados neste trabalho. Para Brachiaria brizantha e Brachiaria
humidicola encontraram-se as digestibilidade in vivo de 35,99% e
31,53%, respectivamente (BRITO; RODELLA; DESCHAMPS, 2003).
Para o Panicum maximum observou-se a digestibilidade in vivo variando
entre 49,77 — 61,38% (CASTRO; RODRIGUEZ, 2008).

Tabela 6 — Digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) de forrageiras incubadas com indculo ruminal ou fecal

DIVFDN (g/kg de FDN) 0 Erro

value Padrao

Forrageiras -
Inéculo Ruminal Indculo Fecal

Gramineas frescas

<0,00

BHL 700,1 a858 ;00 esr

BBX 706,5 512,9 é <(()),f0 8,38

PMM 702,2 538,9 é <%’fo 4,64
Conservados

FAV 560,3 393,2 é 0’%00 10,63

FTF 514,3 382,4 é 0’200 5,35

SMI 638,2 497,0 é 0’%00 4,3
Leguminosas

AFO 623,5 507,4 é <(())'j(_)0 4,25

FAF 539,9 4544 111 0’317 11,36

BHL: pastagem de Brachiaria humidicola cv. Llanero, PMM: pastagem de
Panicum maximum cv. Mombaga, BBX: Pastagem de Brachiaria brizantha
cv. Xaraés, FAV: feno de aveia, SMI: Silagem de Milho, FTF: Feno de Tifton
85, AFO: amendoim forrageiro, FAF: feno de alfafa.

Para os alimentos conservados, SMI e FAV, as médias de
DIVFDN observadas por outros autores foram inferiores, para SMI
entre 45,75% e 61,50% (GONCALVES et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2002) e para 0 FAV o valor observado foi de
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52,33% (MIZUBUTI et al., 2002). Enquanto para o FTF encontrou-se
valores superiores variando de 55,90% a 61,50% (GONGCALVES et al.,
2003; WEST et al., 1998).

A DIVFDN das leguminosas observadas na literatura foi
inferior para o AFO, 53,40% (LADEIRA et al., 2002), e semelhanga
para o FAF, 51,00% (FORSTER et al., 1991).

Assim como, ocorreu com a analise de DIVMS, a andlise de
DIVFDN demostrou-se necessidade da correcdo de dados quando
realizada com indculo fecal. Por isso, fez-se necessaria a elaboracdo de
uma equacdo correlativa e corretiva. Para isso, utilizando os alimentos
volumosos que apresentaram influéncia (p<0,05) dos indculos para
DIVFDN (FAV, FTF, BHL, PMM, BBX, FAF e AFO), correlacionou-
se a DIVFDN realizada com iné6culo fecal e ruminal. Dessa forma,
obteve-se a correlacdo positiva de 67,67%, indicando alta forca da
existéncia do relacionamento linear entre as variaveis avaliadas, com um
coeficiente de determinacdo (r?) de 0,4579, que resultou na seguinte
equacdo de correcéo:

DIVFDN(%) = 21,3537 + 0,8185xDIVFDNg; (%), onde:
DIVFDN: digestiblidade in vitro da fibra em detergente neutro
correspondente ao in6culo ruminal; DIVFDNEg;: digestiblidade in vitro
da fibra em detergente neutro utilizando o inéculo fecal.

Os coeficientes encontrados de correlacéo da anélise de DIVFDN
com inéculo fecal e ruminal mostram médias correlagdes lineares
existentes entre as duas varidveis. Notando-se, que assim como na
andlise de DIVMS, faz-se necessario 0 aumento do nimero de dados (n)
para que se melhore e consolide o coeficiente de determinagdo
encontrado e que 0s regressores possam explicar melhor a correcéo
definida.
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6 CONCLUSAO

Fezes bovinas podem substituir o inéculo ruminal em andlises de
digestibilidade in vitro da matéria seca e fibra em detergente neutro,
pelo método da fermentadora artificial DAISY", sendo apropriado a
utilizacdo da diluicdo de 300 g de fezes por 1000 mL de solucéo tampao.
Sendo que em andlises de digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) de farelos e leguminosas a substituicdo do indculo ruminal
pelo indculo fecal é direta e sem necessidade de correcdo de dados,
enquanto para gramineas frescas e fenos faz-se necessario a correcéo
dos dados através da equacdo de regressdo: DIVMS(%) = 27,5915 +
0,7072xDIVMSg, (%)(r=0,6620). Enquanto para analises de
digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN) de
leguminosas, gramineas frescas e fenos precisam de corre¢des nos dados
através da equacdo de regressdo: DIVFDN(%) = 21,3537 +
0,8185xDIVFDNEg; (%) (r2=0,4579). Ainda assim, fazem-se necessarios
avancos nas pesquisas a fim de que se aumente a acuracia das equagdes
obtidas.
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8 ANEXOS

I ANEXO 1 - PARECER N°29/2014

Universidade Estadual de Maringa
/\ Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao Qg
'\ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experi a e
Parecer emitido apés reuniao realizada em: 3/4/2014 Parecern®  (029/2014
Pesquisador: Geraldo Tadeu dos Santos Setor: DZO
Titulo:

Protocolo n° 016/2014
Inéculofecal de bovinos para determinagao da digestibilidade in vitro e cinética da
degradacgao ruminal pela técnica de produgao de gases.
Entrada: 11/3/2014 Inicio: 15/6/2014 Término: 30/12/2014
Situacdo do Projeto:  Préxima Reuniao
Relatério Final:
ATENCAO: este parecer, quando a situagdo do projeto constar " aprovado”, autoriza os proponentes
a executarem o protocolo em questdo. O certificado sera emitido apés apreciacao do relatério final.
Consideracoes e Parecer:

A Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEM), na sua reunido de 03/04/2014, APROVOU os procedimentos
éticos apresentados neste Protocolo, na {orma do artigo 10, mclso I, da Resolucéio UEM no 032/2006-CEP, vez que ndo
se constatam obices legais para o dos p xperimentais nos moldes prop pelo(a)
pesquisador(a).

Prof. Dr. Alexandre Ribas de Paulo,

Presidente do CEAE
Artigo 10 da Resolugdo n° 032/2006-CEP: Os projetos L serao em uma das
| - aprovado;
Il - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como itaveis, porém com
no projeto ou em ambos, e houver recomendagao de uma reviso especlﬂca ou solicitagao de modlﬁcacéo ou
informagao relevante, que devera ser atendida em até 60 dias, apos o da ¢ao, pelo
do projeto;
- ivado, quando o p 30 dias, apds o prazo previsto no Inciso |l do

recebimento da comunicagao;
IV - ndo aprovado

www.ppg.uem.br - e-mail: ceea@uem.br
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8.1 ANEXO 2 - PARECER N°157/2014

1102014 notes.ufse br/aplic/ceua nsf4SfcSh9co93 1 cBE8325 702600755330/ 1 26c T99METC3 1 88683257 1 10066202970 penDocument

Resultado de Salicitacso de Protacolo
Protocolo
PPO0SE3
Titulo . .
INOCULO FECAL DE BOVINOS PARA DETERMINAGCAO DA DIGESTIBILIDADE IN VITRO E CINETICA DA DEGRADAGAO RUMINAL
PELA TECNICA DE PRODUGAO DE GASES
Data de Entrada
06/05/2014

Resultado:
Aprovado

Data/Prazo
10/07/2014

Consideragdes

Oficio n® 157/CEUA/PROPESQ/2014

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Ricardo Kazama - Departamento de Zootecnia ¢ Desenvolvimento Rural - CCA

Prezado(a) Professor(a),
Em relagio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO “AD REFERENDUM?", por dezessete meses, para a utilizag@o de dois bovinos
Holandeses.

- Procedéncia do animal: Fazenda Experimental de Iguatemi.

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formuldrio
ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apos términe da vigéncia do protocole ou no momento da apresentacio de um
nova protocalo)
Data 10/03/2016

Data 10/07/2014

Parecer(es):

K=

(‘/” »

( "N Qo

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




