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Metodologias para avaliacao de
alimentos para ruminantes
domésticos

Ana Karina Dias Salman
Angela Cristina Dias Ferreira
Jodo Paulo Guimardes Soares
Josilane Pinto de Souza

Introducao

A principal meta da producao animal é produzir alimento para o homem em quantidade,
qualidade e ao menor custo. Porém, com os avancos médicos-cientificos, as condicdes de
vida da populacdao humana melhoram consideravelmente, resultando em crescimento
populacional que superou a capacidade de producao de alimentos e incitou pesquisadores na
busca por solucdes praticas para aumentar a eficiéncia dos sistemas de producao animal, com
resultados que sejam simultaneamente favoraveis do ponto de vista econémico, social e
ambiental.

Como a alimentacao é responsdavel por uma parcela significativa do custo total de producao, a
procura por alimentos mais eficientes e econémicos para serem utilizados na alimentacao
animal é constante e, dentre os alimentos para animais domésticos, os protéicos sao os de
custo mais elevado uma vez que a maioria concorre com a alimentacao humana.

O ruminante possui um sistema digestivo composto por cavidades pré-gastricas em que
microrganismos simbidticos permitem o aproveitamento dos nutrientes contidos em alimentos
fibrosos e grosseiros por meio de um processo fermentativo. Por esse motivo, sdao
considerados animais de grande eficiéncia digestiva e especializacdo para obter a energia
necessaria para seus processos fisiolégicos e, consequentemente, para producao de produtos
de interesse econdmico como carne, leite, couro e |a. Diante disso, sdo imprescindiveis os
estudos para avaliacao de subprodutos e residuos lignocelulésicos como fontes alternativas a
serem utilizadas na alimentacao de ruminantes.

Apesar de o desempenho animal ser dependente de fatores genéticos e ambientais, sabe-se
que a eficiéncia alimentar é um fator importante no desenvolvimento dos animais, sobretudo
quando se considera o uso de racdes que possibilitam o maximo crescimento. Nesse caso,
deve-se levar em consideracao nao apenas um unico nutriente presente na racao, mas seu
conjunto, suas interacoes, assim como, a ingestdo maxima dos mesmos.

Dentre os fatores nutricionais que interferem no desempenho animal, a composicao quimico-
bromatolégica dos ingredientes de uma dieta, o consumo voluntario, as cinéticas de
degradacao e a digestibilidade dos nutrientes sdao os que normalmente sdo citados como mais
limitantes.

De acordo com os resultados das andlises quimico-bromatolégicas, os alimentos podem ser
classificados da seguinte maneira:
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( vorumosos |SECCS

UMDoOS

ENERGETICOS
ALIMENTOS CONCENTRADOS PROTEICOS

VITAMINAS
MINERAIS
ADITIVOS

Fonte: Andrigueto et al. (1982)

Volumosos: apresentam baixo teor energético por unidade de volume, ou seja, possuem teor
de fibra bruta (FB) superior a 18% na matéria seca (MS) e podem ser divididos em secos e
umidos. Os fenos e as palhas sao classificados como volumosos secos (Inferiores 10%-12%
umidade), enquanto os capins verdes, as silagens e a cana-de-aclcar sao considerados
volumosos Umidos (superiores a 10%-12% umidade).

Concentrados: possuem alto teor energético por unidade de volume, ou seja, com menos de
18% de FB na MS e podem ser classificados como protéicos quando apresentam mais de
20% de proteina bruta (PB) na MS, como é o caso dos farelos de algodao, de soja; ou
energéticos quando apresentam menos de 20% de PB na MS como, por exemplo, o milho, o
sorgo, a raiz da mandioca, o farelo de arroz.

Vitaminas: sdo substancias orgénicas especiais, que atuam frequentemente como coenzimas,
ativando numerosas enzimas importantes para o metabolismo dos seres vivos. Sao
indispensaveis ao bom funcionamento organico. Agem em quantidades minimas e se
distinguem das demais substancias organicas porque nao sao fontes de energia e nao
desempenham fungéao estrutural. Classificam-se da seguinte maneira:

Classificacdo Vitaminas Nomes
B1 Tiamina
B2 Riboflavina
B6 Piridoxina
Hidrossollveis PP Nicotinamida
B12 Cobalaminas
H Biotina
P Rutina
C Acido Ascérbico
A Retinol
Lipossoluveis D Calciferol
E Tocoferol
K Filoquinona
Fonte: Andrigueto et al. (1982).

Algumas vitaminas nao precisam ser fornecidas via dieta porque sao sintetizadas pelo
organismo do animal, como por exemplo, as do complexo B, a K e a C.

Minerais: sdo compostos inorgénicos com diferentes funcdes no organismo, considerados
nutrientes essenciais porque nao sao produzidos pelo organismo e, por isso, devem ser
obtidos por meio da alimentacao.

Aditivos: substancia adicionada ao alimento para conservar, intensificar ou modificar suas
propriedades nutritivas sem prejudica-las, como por exemplo, antibiéticos, conservantes,
antioxidantes (vitamina E), tampao, corante, flavorizante, ionéforo.
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Portanto, conhecer os alimentos e seu valor na nutricdo animal é imprescindivel e esta revisao
tem por objetivo reunir as principais metodologias de avaliacdo nutricional de alimentos para
ruminantes domésticos enfatizando seus principios e suas limitacdes, para que as mesmas
sejam utilizadas de maneira mais consciente por estudantes e técnicos de laboratério.

Métodos quimicos

Método de Weende

Também conhecido como método de andlise centesimal ou proximal, foi proposto por Henneberg
em 1894, com base nos resultados de investigacoes realizadas na Estacdo Experimental de
Weende, na Alemanha. Desde entdao, esse método vem sendo utilizado para se conhecer a
composicao quimica aproximada dos alimentos. As técnicas ainda sao quase as mesmas, com
excecao do nitrogénio, que é determinado pelo método Kjeldahl (HORWITZ, 2000). De acordo
com esse método, os componentes dos alimentos sao divididos em:

Alimento
Matéria seca Agua
Matéria inorganica

(cinzas)

Matéria organica

Compostos nitrogenados

Compostos nao nitrogenados (proteinas)

Carboidratos Extrato etéreo
Fibra | Extrato n&do nitrogenado
Fonte: Andrigueto el al. (1982)

Dessa forma, as andlises realizadas no laboratério sao:

Matéria seca (MS): Todos os alimentos, qualquer que seja o0 método de industrializacdo a que
tenham sido submetidos, contém agua em maior ou menor proporcdo. A MS é toda fracdo do
alimento excluida a 4gua ou umidade natural. E um dado de extrema importancia,
principalmente quando obtido de alimentos volumosos, que normalmente apresentam umidade
varidvel. Assim, por exemplo, uma amostra de milho em grdo que tenha 15% de umidade
natural apresenta, por diferenca, 85% de MS. O teor de umidade entre alimentos é muito
variavel (de 75% para gramineas frescas, por exemplo, até 10% para farelos e fenos). Na MS
€ que estao contidos os nutrientes (carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas).
Os resultados da analise quimica sao apresentados com base na MS para permitir que
diferentes alimentos sejam comparados quanto as suas caracteristicas nutricionais, custo de
nutrientes, etc., nado levando em consideracao a fracao de agua. A composicao dos alimentos
em tabelas, o célculo das necessidades dos animais e 0 consumo de alimentos sao expressos
em porcentagem de MS (ANDRIGUETO et al., 1982).

A determinacao da MS é feita em laboratério utilizando em torno de 1,0 g de amostra moida,
a qual deve ser seca em estufa de circulacao forcada de ar a temperatura de 100 °C-105 °C
por 12 horas. No caso dos volumosos umidos, a MS deve ser determinada em amostras pré-
secas em estufa de circulacado forcada a 55 °C-60 °C por 72 horas ou até que o peso da
amostra figue constante (ZENEBON et al., 2008).

Outra alternativa para secagem de amostras de tecido vegetal é com o uso de forno de
microondas em poténcia média, ou seja, utilizando-se o nivel cinco ou 50% da capacidade do
microondas e revolvendo amostra em intervalos regulares de 1 minuto, até o momento em
gue nao ha alteracao do peso da amostra, em geral, 5 minutos. A utilizacdo do microondas
reduz o tempo de secagem e a contaminacao bacteriana, resultando em melhor aparéncia e
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qualidade do produto, sem influenciar na composicao quimica do material seco (PASTORINI et
al., 2002). Por outro lado, € um método que ndo permite a secagem de grandes quantidades
de amostras, principalmente quando se trata de alimentos volumosos.

Matéria mineral (MM) ou cinzas: A matéria mineral (MM) ou cinzas é o nome dado ao residuo
obtido por aquecimento da amostra seca em temperatura préxima a 550 °C-570 °C. Nem
sempre este residuo representa toda a substancia inorganica presente na amostra, pois alguns
sais podem se perder por volatilizacdo. Logo, a mesma amostra utilizada para determinacao da
MS pode ser levada ao forno mufla por no minimo 3 horas. Pela diferenca entre o valor da MS
e da MM, estima-se o teor de matéria organica (MO) da amostra (CAMPOS et al., 2004). A
partir das cinzas podem-se determinar os teores de minerais como Célcio e Fésforo a partir da
calcinacao e preparo de solucGes minerais para determinacdo dos elementos separadamente
por leitura no espectofotdémetro de absorcdo atémica (SILVA; QUEIROZ, 2002).

Fibra bruta (FB): E a fracdo composta por carboidratos estruturais e obtida ap6s a digestéo
acida seguida de digestao béasica. Sua determinacao é realizada a partir de uma amostra seca
e desengordurada do alimento, apds andlise de extrato etéreo, a qual deve ser submetida a
digestao com uma solucao acida e depois com uma solucao basica fraca, seguida de filtragem
em cadinho de Gooch, cujo residuo orgénico resultante é queimado em mufla a temperatura
de 550 °C (CAMPOS et al., 2004). A sua principal limitacao estéa relacionada com o fato de
nao separar a celulose da hemicelulose e provocar a perda de parte da lignina (que nao é
considerada carboidrato) e da hemicelulose. Este método fornece valores baixos devido a
utilizacdo de digestdao muito drastica, levando a perda de alguns componentes, nao sendo
mais adequado para a andlise de alimentos.

Extrato etéreo (EE): A determinacao do EE é feita, na maioria dos casos, pela extracdo com
solventes como, por exemplo, o éter em aparelho do tipo Soxhlet, seguida da remogéao por
evaporacao ou destilacdo do solvente empregado. O residuo obtido ndo é constituido
unicamente por lipidios, mas por todos os compostos que, nas condicoes da determinacao,
possam ser extraidos pelo solvente. Estes conjuntos incluem os acidos graxos livres, ésteres
de acidos graxos, as lecitinas, as ceras, os carotendides, a clorofila e outros pigmentos, além
dos esterois, fosfatidios, vitaminam A e D, éleos essenciais, etc. (ZENEBON et al., 2008).

Proteina bruta (PB): E determinada indiretamente a partir do valor de nitrogénio total (N), o qual é
determinado por um método que se baseia em trés etapas: digestao, destilacao e titulacdo. A
matéria organica existente na amostra é digerida com acido sulfdrico e um catalizador para que o
nitrogénio seja transformado em sal amoniacal (sulfato de aménio). A amostra digerida em acido é
resfriada, diluida em agua destilada e alcalinizada com hidréxido de sédio em destilador do tipo
Kjeldahl que condensa a aménia desprendida da amostra. A amdnia é recuperada em uma solucao
de acido bdérico e titulada com acido cloridrico padronizado. Apds determinar o N, o teor de PB é
estimado multiplicando-se pelo fator de conversao de 6,25, considerando-se que a proporcao de N
nas proteinas das plantas é igual a 16% (CAMPQOS et al., 2004)

A principal limitacdo dessa metodologia é nao considerar a variacao no teor de N das diferentes
proteinas e nao permitir avaliar a qualidade da proteina.

Extrativo ndao nitrogenado (ENN): Representa “teoricamente” os carboidratos ndo estruturais e
de mais facil digestdo, como os acticares, o amido e a pectina. E obtido subtraindo-se de 100
a soma de PB, FB, EE e MM (expressos em porcentagem de MS), entdo: ENN = 100 -

(PB +FB + EE + MM).

A principal limitacao dessa estimativa é que ela incorpora todos os erros das andlises
anteriores, principalmente da FB (ANDRIGUETO et al., 1982).
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As principais criticas ao método de Weende estao relacionadas ao fato das fracdes do
alimento ndao serem compostos quimicamente definidos e sim grupos de compostos quimicos.
Como, por exemplo, a PB que engloba varios compostos nitrogenados, como a amoénia, além
dos aminoacidos. Da mesma forma, o EE nao inclui apenas triglicerideos, mas também outros
compostos soluveis em éter como ceras e pigmentos sem valor nutricional.

Mas, a principal critica é com relacao a FB que nao separa a hemicelulose da celulose e
considera somente a lignina insoltvel em alcali. Parte da lignina passa a fazer parte do ENN, o
gue subestima o teor de FB. Por outro lado, no grupo dos ENN encontram-se fracdes de
natureza diversa como, pectina, lignina soltvel em alcali e os carboidratos soluveis em agua
(amilose e frutosana). Nutricionalmente, a FB deveria representar todos os carboidratos de
degradacao lenta e que ocupam espaco no rumen. Por isto, a fibra excessiva limita a
concentracao energética da dieta e pode deprimir o consumo de MS pelo animal.
Quimicamente, o ENN deveria representar o amido e os aclcares simples e, por isso, a
digestibilidade da FB deveria ser sempre inferior a digestibilidade do ENN. No entanto, nao é
isso que se observa na pratica. Existem varias evidéncias experimentais (SILVA; QUEIROZ,
2006) mostrando maior digestibilidade da FB comparativamente ao ENN. Este fato inviabiliza o
uso deste nutriente como indicador de qualidade dietética. Isto decorre do fato da técnica
laboratorial de FB nao representar todos os carboidratos de degradacao lenta presentes no
alimento (VAN SOEST, 1991). Logo, as andlises que compdem o sistema de Weende nao sao
satisfatérias sob o ponto de vista nutricional.

Sistema de nutrientes digestiveis totais (NDT)

Como o sistema de Weende é apenas quantitativo e ndo considera as particularidades do
animal e sua capacidade de transformar os nutrientes do alimento, Henry e Morrison
desenvolveram em 1910, o sistema NDT para expressar o valor energético dos alimentos e
pode ser calculado utilizando-se equacdes para estimar a digestibilidade de cada um dos
nutrientes. Essas equacdes se baseiam nas seguintes premissas (ANDRIGUETO et al., 1982):

v O EE é composto por lipideos e gorduras, que apresentam valor energético 2,25 vezes
maior que o dos carboidratos.

v Todo o N da amostra é de origem protéica.

v A FB representa a fracdo menos digestivel, ou seja, os componentes estruturais do
alimento.

v O ENN representa os carboidratos altamente digestiveis.

Dessa maneira, os NDT sao obtidos pela soma dos teores de proteinas digestiveis (PD),
extratos nao nitrogenados digestiveis (ENND), fibra digestivel (FD) e extrato etéreo digestivel
(EED). O EED é multiplicado por uma constante de conversao de gorduras em energia (2,25).
A férmula de célculo dos NDT é a seguinte:

% NDT = %PD + (%EED x 2,25) + % FD + %ENND

Como héa necessidade de estimar a digestibilidade dos nutrientes, a determinacao do NDT, na
pratica, € morosa e cara. Uma maneira mais pratica para se calcular os NDT é a partir da
energia digestivel, tomando-se por base que um Kg de NDT produz cerca de 4.400 Kcal de
energia digestivel.

No entanto, a estimativa dos valores energéticos dos alimentos correspondente a necessidade
dos animais domésticos e aferidas em NDT sao restritas para ruminantes por apresentar as
seguintes falhas:
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v Nao mede a energia em unidade energética e sim em porcentagem.

Nao considera o incremento caldrico.
Em alguns alimentos o EE contém outros compostos além de lipideos.

v O fator 2,25 para corrigir o valor energético do EE é baseado na relacao entre a energia
bruta dos liquidos e a energia bruta dos carboidratos.

v Nao se faz correcao para o valor energético da proteina.

Método de Van Soest

Proposto em 1965 por Van Soest, esse método considera que os constituintes das plantas
podem ser divididos em conteldo celular (lipidios, compostos nitrogenados, gorduras, amido e
outros compostos sollveis em agua) e parede celular (proteina insolavel, hemicelulose,
celulose e lignina). O principal diferencial em relacdao ao método de Weende é com relacao a
andlise de fibra (VAN SOEST, 1994), a qual é subdividida em:

Fibra em detergente neutro (FDN): A célula vegetal é revestida por uma parede celular rigida
composta basicamente por celulose, mas em células adultas esta parede sofre um
espessamento que pode formar uma segunda parede composta por lignina e hemicelulose. O
método de Van Soest consiste, inicialmente, em separar o contetdo celular da parede celular.
Isto é feito aguecendo-se parte da amostra em solucao de detergente neutro. O contetdo
celular solubiliza-se no detergente, enquanto a parede celular ndo, podendo ser separada por
filtragem. As fracOes resultantes sdao denominadas de soluveis em detergente neutro, e sdo
compostas por proteina, nitrogénio nao protéico (NNP), lipideos, pigmentos, aclcares, acidos
organicos e pectina, e FDN (constituida basicamente por celulose), N ligado a fibra,
hemicelulose e lignina.

Fibra em detergente acido (FDA): Quando se utiliza solucdo de detergente acido a celulose e a
hemicelulose solubilizam-se e a lignina ligada a celulose (lignocelulose) que é separada por
filtragem. As duas fracdes sao denominadas, respectivamente, de solGveis em detergente
acido e FDA. A porcéao sollvel é integralmente aproveitada por ruminantes ou outros
herbivoros e parcialmente por monogéstricos nao herbivoros. A FDA é a porcao menos
digestivel da parede celular das forrageiras pelos microrganismos do rimen, constituida quase
na sua totalidade por lignocelulose, ou seja, lignina e celulose. Logo, a proporcao de
hemicelulose é determinada pela diferenca entre FDN e FDA. A celulose contida na fracao
FDA, que é parte sollvel em detergente acido, quando levada a forno mufla, é totalmente
gueimada. Com isso, podemos, também por diferenca entre os pesos, obter a fracao de
celulose da amostra.

Determinacdo de minerais

A determinacao de minerais em amostras de alimento pode ser quantificada por
espectrofotometria com relativa precisao. A andlise de macro e microminerais é realizada por
digestao nitropercldrica seguida de leitura em espectrofotdmetro de absorcao atdbmica com base
em curvas-padrao construidas para cada elemento. Os macrominerais (célcio-Ca, fésforo-P,
magnésio-Mg, potéassio-K, cloro-Cl, s6dio-Na e enxofre-S) sdo expressos em porcentagem (%) e
os microminerais (ferro-Fe, zinco-Zn, manganés-Mn, iodo-Il, selénio-Se, cobre-Cu, cobalto-Co e
cromo-Cr) na base de miligrama por quilo de alimento (mg/Kg) ou em parte por milhdo (ppm).

As andlises mais comuns sao para determinacao de Ca e P, pois representam 70% do total de
minerais encontrados no corpo do animal, sendo que 90% destes estao presentes nos 0ssos e
dentes.
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A tecnologia NIRS (Near Infra Red System)

O espectrometro NIR ("Near Infrared Reflectance") é um equipamento (Figura 1) de alta precisao
que efetua andlises de alimentos usando o principio de emissao de radiacao eletromagnética. A
energia radiante do infravermelho (IV) é empregada para caracterizar substancias organicas. O
espectrometro NIR se baseia na aplicacdo da matematica a quimica analitica (quimiometria).
Como o espectro sozinho nao significa nada existe a necessidade de se criar um banco de
dados com diversas amostras de um mesmo tipo de ingrediente que tenham ampla variabilidade
de seus componentes, montando o que chamamos de curva de predicao.

5=l
Figura 1. Espectrébmetro de refletancia no infravermelho
préximo (NIRS).

Fonte: Foss Nirsystem, Inc. (2010).

Sao realizadas leituras espectrais em determinados comprimentos de ondas da amostra
estabelecendo-se posteriormente uma correlacao entre os resultados das analises tradicionais
e os espectros conseguidos. Assim por exemplo, consegue-se através de um espectro de uma
amostra de milho predizer a sua composicdo de proteina e aminoacidos por comparacao com
um banco de dados. O método NIRS permite analisar os componentes organicos de
ingredientes e produtos, desde que haja um banco de dados robusto o suficiente para
reconhecer as variacdes do material analisado. Uma vez montada a curva de predicao, a
andlise do espectro torna-se extremamente simples e rdpida, sem a necessidade de reagentes
ou diluicoes. A técnica permite aumentar significativamente o nUmero de dados da
composicao dos ingredientes, a um custo muito baixo e em tempo curto o suficiente para que
o dado seja utilizado na formulacao das dietas.

Uma vez criada e validada a biblioteca de espectros, sua facilidade de uso e o baixo custo
tornam o método superior as metodologias convencionais. No entanto, por ser uma
metodologia secundaria, o NIRS nao é mais preciso que o método de origem. Além disso, por
se tratar de um método indireto a calibracao deve ser feita com muito cuidado e com uma
selecdao de amostras que tenha variabilidade suficiente para representar toda a faixa de
trabalho, além das concentracOes dos constituintes refletindo sempre nas mesmas frequéncias
(CAMPESTRINI, 2005).

Métodos bioldgicos

Digestibilidade

A andlise quimico-bromatolégica é o primeiro passo para a determinacao do valor nutritivo do
alimento, porém nao é suficiente para avaliar a capacidade de utilizacao destes alimentos pelo
animal. A informacao da qualidade do alimento utilizada pelo animal é dada por meio da
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digestibilidade, que é a relacao entre a quantidade da fracao ingerida do alimento e o que é
excretado. Os coeficientes de digestibilidade podem ser estabelecidos para a MS ou energia
ou entdo para cada um dos componentes da matéria organica, tais como PB, EE, ENN, FB ou
FDA e FDN, seus valores sdao expressos em percentagem.

Nos ensaios de digestibilidade pode-se determinar a digestibilidade aparente e a digestibilidade
verdadeira, sendo que nessa Ultima a fracdo metabdlica, representada por residuos de
bactérias oriundas do processo fermentativo e substancias endégenas do organismo animal
como enzimas digestivas, células de descamacao do trato digestdrio, sais biliares e sais de
Ca%* e Mg?* (sob a forma de sabdo combinado com lipideos), é desconsiderado da fracdo
fecal. Como o residuo metabdlico é mais ou menos constante, se expresso por unidade de
consumo, a diferenca entre as digestibilidades aparente e verdadeira sdo representadas pela
proporcao de material metabdlico fecal. Logo, o termo digestibilidade aparente nao se aplica
para a celulose ou a lignina, uma vez que esses componentes ndao sao encontrados na fracao
metabdlica fecal e a digestibilidade aparente representa um valor subestimado, pois além do
residuo indigestivel da dieta (principalmente parede celular lignificada) apresenta também
residuos de material metabdlico da fracao fecal.

Meétodos diretos
- Digestibilidade aparente in vitro - técnica de dois estagios

Essa técnica consiste em se deixar as amostras em contato com o conteldo liquido do rimen
no interior de um tubo de ensaio, onde se tenta reproduzir as condicées predominantes do
rimen (presenca de microrganismos, anaerobiose, temperatura de 39 °C, poder tampao e pH
6,9) durante 24 horas a 48 horas para sofrer o processo de fermentacdo. A adicao de uma
segunda etapa de 48 horas ao método convencional foi proposta por Tilley e Terry (1963) e é
recomendavel principalmente para forrageiras de alta digestibilidade e ricas em proteina. Neste
estagio se acrescenta solucao acida de pepsina com vistas a desdobrar as proteinas.

- Digestibilidade verdadeira in vitro

Algumas modificacOes e alternativas foram propostas com o objetivo de diminuir o tempo de
andlise e simplificar o procedimento, uma vez que o longo tempo de anélise e o nimero de
etapas sao as principais desvantagens do método de dois estagios proposto por Tilley e Terry
(1963). Assim, Van Soest (1994) propds a substituicdo da segunda etapa do processo (48h
com pepsina) in vitro pelo tratamento do residuo da fermentacdao do detergente neutro. Neste
caso, todo residuo metabdlico é extraido, possibilitando a estimativa da digestibilidade
verdadeira. Com esta modificacao, o método mantém a precisdo, além de requerer metade do
tempo despendido no método de Tilley e Terry (1963).

» Digestibilidade in vitro e producao de gases

E um método indireto para avaliar o desaparecimento da MS de alimentos volumosos pelo residuo
remanescente da digestdo microbiana. E pela curva de producdo de gés obtida pela digestdo do
alimento que é possivel estimar as taxas de degradacoes das fracdes solUveis (acUcares sollveis e
amido prontamente disponivel) e insoluveis (celulose, hemicelulose). Nesse sistema, sdo obtidas
estimativas do tempo de colonizacao, a taxa de degradacao e a extensao da degradacao mais
rapidamente que em outras técnicas (CAMPOS et al., 2001). A técnica utiliza liquido ruminal ou
enzimas digestivas, visando reproduzir as condicdes favoraveis a fermentacado do rimen-reticulo,
como o pH de aproximadamente 6,9, poder tampao, temperatura de 39 °C, anaerobiose e
presenca de microrganismos para estimar a digestibilidade da MS e fibra (CAMPOS et al., 2004).
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Este método tem sido bastante utilizado e aperfeicoado visando maior precisdo com relacao
aos resultados /in vivo, que por serem realizados no préprio animal vivo sao considerados mais
confidveis, porém apresentam inconvenientes, como elevada quantidade de racédo, grande
numero de repeticOes e alto custo, aumentando a procura pelas técnicas in vitro (BERCHIELLI
et al., 2006).

A obtencao dos pardmetros de producao de gases é realizada por leituras em tempos pré-
estabelecidos, por meio de um aparelho transdutor de pressao, com os valores obtidos
convertidos em volume de gases produzidos. Esta técnica possibilita a estimacao da
digestibilidade do alimento por correlacdo entre a producao microbiana de gas e a matéria
organica fermentada e quando se utiliza um sistema computadorizado para monitoramento
automatico da digestao, esse método torna-se pratico e preciso (CAMPOS et al., 2001).

Considerando as vantagens apresentadas pela técnica de digestibilidade in vitro e as questdes
de bem-estar animal, se tem impulsionado a estimativa da producao de gases durante o
processo fermentativo in vitro para avaliacdo de alimentos para ruminantes, visando a
obtencao de resultados acurados, gerando menor impacto ambiental e reduzindo a
necessidade de animais nos experimentos.

- Digestibilidade aparente in vivo

Neste caso, os animais sdo mantidos em gaiolas metabdlicas (Figura 2) providas de
comedouros, saleiros, bebedouros e dispositivos para coleta de urina (Figura 3), no caso dos
estudos de balanco nitrogenado. Nos ensaios de digestibilidade, os animais sdo alimentados
durante uma semana com quantidades conhecidas de alimento e a producao de fezes é
medida pela coleta total de fezes com o auxilio de sacolas que sdo adaptadas aos animais,
que evitam a contaminacdo com a urina (Figura 4).
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Figura 3. Coleta total de fezes.

Figura 2. Gaiola metabdlica.
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Figura 3. Coleta de urina.

Na determinacao da digestibilidade, consideram-se os nutrientes ingeridos e os recuperados
nas fezes, calculando-se o coeficiente de digestibilidade (CD) por diferenca:

CD = (Nutriente ingerido — Nutriente excretado nas fezes) x 100
Nutriente ingerido

Este método apresenta como principais desvantagens, a necessidade de grande nimero de
animais (pelo menos quatro animais por tratamento) e a elevada demanda de forragem para
alimentacao dos mesmos, por esse motivo, a maioria dos ensaios de digestibilidade com
ruminantes sao executados com ovinos.
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Meétodos indiretos com uso de indicadores ou marcadores

Esta técnica foi desenvolvida considerando-se a impossibilidade de se fazer a coleta total de
fezes, especialmente no caso de animais mantidos em sistemas de pastejo. O uso de
indicadores em experimentos é importante para se estimar o consumo e a excrecao fecal, e
com base nesses parametros determinar a digestibilidade.

A principal caracteristica de um bom marcador é que o mesmo seja completamente
recuperado nas fezes. Se ndao houver uma boa recuperacdao do marcador, o desaparecimento
do alimento serd a soma da passagem mais a aparente digestao. Neste caso, a aparente
digestao surge do erro resultante da deficiéncia na recuperacao do marcador.

As demais caracteristicas desejaveis nos marcadores sao:

v Devem ser substancias indigestiveis e nao assimilaveis pelo organismo.
v Nao apresentar nenhuma acao farmacolédgica sobre o trato digestivo.

v Deve misturar-se uniformemente com o alimento a ser testado.

v Deve ser de facil quantificacao analitica.

v De preferéncia, ser um componente natural do alimento a ser testado.

O indicador externo mais utilizado é o oxido crémico (Cr203). Apesar de ser o indicador mais
utilizado, apresenta como desvantagem nao se misturar bem a dieta.

Os indicadores internos mais utilizados sao: lignina, silica e cinza insolGvel em detergente
acido (CIA), apresentam as vantagens de ocorréncia natural nos alimentos e nao sofrem
variacOes acentuadas na excrecao fecal, como no caso de indicadores externos.

A estimativa da digestibilidade (D), nesse caso, é realizada da seguinte maneira:

D = 100 - concentracao do indicador no alimento x nutriente nas fezes x 100
concentracao do indicador nas fezes x nutriente no alimento

« Marcadores internos

Os marcadores internos sdo componentes quimicos que ocorrem naturalmente na dieta do
animal. Devem ser indigestiveis e quantitativamente recuperaveis nas fezes.

Este método se baseia no fato de que, a medida que o alimento passa pelo trato digestivo, a
concentracao do indicador aumenta progressivamente pela remocao de outros constituintes
por digestao e absorcdo. O aumento da concentracao é proporcional a digestibilidade (D) e,
portanto, esta Ultima pode ser calculada a partir das concentracdes do marcador no alimento e
nas fezes, por meio da seguinte equacao:

D = 1 - concentracdo do marcador no alimento
concentracao do marcador no alimento

Como marcadores internos tém sido utilizados os seguintes componentes:

Lignina: A lignina é um polimero de unidades de fenilpropandides que ocorre na parede celular das
plantas forrageiras. Teoricamente a digestibilidade da lignina é igual a zero (lignina verdadeira).
Entretanto, em gramineas jovens e em outras espécies com baixo conteldo de lignina, pode-se
encontrar uma aparente digestibilidade para lignina, o que resulta em erros na estimativa da
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digestibilidade da forrageira. A deficiéncia da recuperacao da lignina nas fezes, é decorrente de
alguns fatores, tais como: em gramineas jovens a lignina possui menor grau de polimerizacao e os
fragmentos de baixo peso molecular sdao absorvidos e excretados via urina; a lignina bruta pode
sofrer contaminacdo de outros componentes do alimento (reacdo de Mailard); pode ocorrer
formacao de material fendlico soltvel, além de que, fracbes muito pequenas sao perdidas durante
o processo de filtragem.

Na préatica, o uso da lignina bruta com indicador apresenta algumas restricées, pelos motivos
citados acima, o que pode ocasionar erros nas determinagcdes e comprometer a estimativa dos
valores de digestibilidade e consumo.

Alcanas: Alcanas sao hidrocarbonetos de cadeia longa (21-37 C) que fazem parte da cuticula
das forrageiras. Sao razoavelmente indigestiveis e recuperaveis nas fezes. A simplicidade
relativa da andlise destes compostos por cromatografia de gas e sua relativa inércia, foram as
raz0es principais para considerar sua utilizacdo como marcadores, inicialmente com o
propdsito de determinar a digestibilidade da dieta e, posteriormente, para determinacao do
consumo de forragem.

Como as alcanas com numero par de carbonos representam menos de 6% de todas as alcanas
presentes nas plantas, Mayes et al. (1986), propuseram um método para estimacao direta do
consumo baseado na combinacao do uso de uma alcana como marcador interno e uma alcana
como marcador externo, com tamanho de cadeia similar. O principio se baseia no uso das alcanas
impares como marcadores internos e dosificacao de alcanas pares como marcadores externos.

Os resultados de Mayes et al (1986), sugeriram que uma estimativa acurada do consumo de
forragem foi possivel com o uso simultaneo de alcanas C32, como marcador externo, e C33
como marcador interno (presente no alimento). Evidenciou-se, também, que a recuperacao do
marcador nas fezes foi proporcional ao tamanho da cadeia de carbonos da alcana.

Para que o consumo de forragem seja estimado com acuracia, tem sido recomendado que a
concentracdo de alcanas na forragem deva exceder 50 mg/Kg de MS (LAREDO et al., 1991).
Entretanto, algumas forrageiras tropicais contém quantidades insuficientes de alcanas C33,
nestas espécies, alcanas de cadeia curta podem ser usadas, ocasionando, contudo, reducao
na acuracia da estimativa (LAREDO et al., 1991).

Portanto, apesar de recente, esta técnica parece promissora, levando-se em conta a boa
precisao de suas estimativas, como demonstrado na literatura (LAREDO et al., 1991).
Entretanto, é necesséario maior conhecimento da concentracdo de alcanas de cadeia C33 nas
diferentes espécies de gramineas forrageiras, para que uma reducao de acuracia da
determinacao da digestibilidade e do consumo, ndo comprometa a utilizacdo desta técnica.

Celulose potencialmente indigestivel e cinza insoltivel em acido: Minerais insollveis na dieta animal
aparecem de duas formas: na fracdo mineral biogénica da forragem e da contaminacéo do solo.
Animais que ingerem solo durante o pastejo tendem a reter particulas minerais no rimen, que
podem posteriormente mascarar a estimativa de cinzas nas fezes. Portanto essa é uma importante
fonte de erros quando se utiliza a cinza insolGvel em &cido para determinacao da digestibilidade.

Penning e Johnson (1983) relataram diferencas nas predicdes da digestibilidade da alfafa
(Medicago sativa) e do azevém (Lolium multiflorum), estimada por meio da cinza insoltGvel em
acido, quando comparadas com a digestibilidade “in vivo”. Em alfafa as predicoes foram
inconsistentes, enquanto que para o azevém foram obtidas melhores estimativas da
digestibilidade. Em decorréncia da alta variabilidade encontrada na estimativa da
digestibilidade para animais recebendo alfafa, os autores concluiram pela ndo recomendacao
da cinza insolivel em 4cido como marcador interno.
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A celulose potencialmente indigestivel é um marcador interno que permite boa predicdo da
digestibilidade (PENNING; JOHNSON, 1983). O uso deste marcador apresenta como principais
desvantagens o requerimento de animais fistulados no rumem e o longo tempo necessario
para que ocorra a digestdo das amostras (10 dias). Por isso, esta técnica parece impraticavel
somente quando a determinacao da celulose potencialmente indigestivel requer um grande
numero de amostras.

Fibra digestivel em detergente acido: Este marcador tem mostrado boa performance na
determinacao da digestibilidade de forrageiras.

A obtencao da fibra insolivel em detergente acido consiste em incubar a fibra, isolada com
detergente acido, em solucéo de celulase. O residuo é usado como marcador interno.

Segundo Penning e Johnson (1983) o uso deste marcador, além de apresentar elevada
precisdo na determinacao de digestibilidade de forrageiras, é relativamente simples, apesar de
necessitar de animais fistulados no ramen.

Van Soest (1994), propde um método simples, no qual apenas a analise fecal é necessaria
para se determinar a digestibilidade da dieta animal. Na MS fecal, além do residuo indigestivel
oriundo do alimento, é encontrada uma quantidade residual de origem metabdlica, variavel
com a espécie e condicdes fisioldgicas do animal e com o consumo, e se fixada a espécie, o
valor metabdlico residual se torna mais ou menos constante. Pesquisas obtidas por Van Soest
(1994), tém mostrado que o valor da constante metabdlica (Mi) variade 11,9 a 12,9. A
seguinte relacao é utilizada para célculo da indigestibilidade (Ra):

Ra = constante metabdlica (11,9 - 12,9)
fracdo metabdlica das fezes

A fracdo metabdlica é obtida pelo tratamento da MS fecal com detergente neutro. Neste caso,
o residuo do tratamento representa o material indigestivel do alimento (residuo de origem
alimentar) e a quantidade solubilizada representa a fracao metabdlica oriunda de substancias
enddgenas e de bactérias do processo fermentativo.

Obtendo-se a indigestibilidade do alimento, pode-se chegar a digestibilidade aparente
subtraindo-se de 100 o valor da digestibilidade. A digestibilidade verdadeira é obtida
adicionando-se o valor da digestibilidade aparente a constante metabdlica, ou seja, o valor de
11,9 ou 12,9. Esta é uma metodologia simples e rapida, e serve, principalmente para
comparar diferentes tratamentos experimentais.

« Marcadores externos

Uma substancia adicionada a dieta como marcador é conhecida como marcador externo. Pode
ser usado para estudo da digestibilidade, quando adicionado em nivel constante; ou para
estudo sobre taxas de passagem e fluxo da digesta, quando adicionado em doses variadas.

O marcador externo deve ser recuperado completamente nas fezes (logo, deve ser
indigestivel) e ndo poder ser absorvido pelas paredes do trato digestivo. Além disso, nao deve
afetar o animal ou a digestibilidade do alimento, e deve estar ausente do alimento e do solo.
Vérios marcadores indigestiveis tém sido usados em estudos de digestado, entretanto o
material mais comumente utilizado é oxido cromico (Cr203). A concentracdo do oxido crémico
nas fezes alcanca o equilibrio seis a sete dias apds a administracao das doses iniciadas e sua
taxa de recuperacdo pode ser considerada de 100%. O modo de fornecimento pode ser uma
ou duas vezes ao dia em cépsulas de 1 g a 10 g de 6xido crémico.
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Como relatado anteriormente, para marcadores internos, é possivel estimar consumo de
animais em pastejo pelo método da relacao producao fecal/indigestibilidade. Neste caso, a
producao fecal é estimada a partir da ingestao diaria de cromo e do teor de cromo na matéria
organica (ou MS) fecal.

Métodos indiretos in situ

Na técnica de incubacao no rimen de amostras de alimento contidas em bolsas de nailon,
também conhecida como técnica da degradacéao in situ, o substrato (amostra de alimento) é
colocado dentro do rimen de um animal fistulado em sacos de néilon que sdo firmemente
amarrados em uma corrente contendo um peso (0,5-1,0 kg) na extremidade para evitar que as
bolsas fiquem flutuando sobre o contetddo ruminal. Essas bolsas sdao removidas apés
diferentes periodos de incubacédo (0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas) para se determinar o
desaparecimento da amostra (LUCCI, 1997).

Coloca-se de 3 g a b g de alimento moido nas bolsas de nailon de tamanho 6 cm x 15 cm ou
7 cm x 12 cm com porosidade de 50 um. Apéds a retirada as bolsas do rimen, estas sao
lavadas em agua corrente até a dgua sair limpa. Em seguida, sdo secas em estufa a 55 °C por
24 horas. Analisa-se o contetido do nutriente (Ex: MS, FDN, FDA, etc) na amostra e no
residuo remanescente nas bolsas apés a incubacao no rimen (CAMPOS et al., 2004).

Os dados de desaparecimento sao ajustados por regressao nao-linear, que prediz a degradabilidade
potencial (DP) dos alimentos por meio do modelo proposto por Mehrez e @rskov (1977):

DP = a + b(1 e®)

Onde: a é a fracao sollvel; b, a fracdo potencialmente degradavel; ¢, a taxa de degradacéao da
fracao b; e t, o tempo de incubacao.

A degradabilidade efetiva (DE) é calculada segundo o modelo matematico proposto por Jrskov
e McDonald (1979):

DE = a + ((b*c)/(c + k))
Onde: k é a taxa estimada de passagem de sélidos no rimen (2, 5 ou 8%/h).

Os parametros nao-lineares a, b e ¢ sdo estimados pelo procedimento algoritmico de Gaus
Newton.

Consideracdes finais

O conhecimento da composicdao quimica e da digestibilidade dos alimentos se faz necessario
para que as dietas sejam formuladas de acordo com os requerimentos nutricionais dos animais
(que varia em funcao da categoria) e de acordo com a disponibilidade dos nutrientes presentes
nos alimentos utilizados, a fim de diminuir excrecées desnecessérias de nutrientes ou gases
no meio ambiente, o que pode contribuir para elevar impactos ambientais e prejuizos para o
produtor, pois quando se usa alimentos além do necessario ha uma gasto inutil com racdes,
pois 0 excesso nao serd utilizado pelo animal e sim desviado para rota de excrecéao.

Atualmente os comités de ética no uso de animais (CEUAs) dos centros de pesquisas e
universidades atuam cada vez mais, estimulando a diminuicao do uso de animais em
experimento por questdes relacionadas a ma manipulacao e uso de nimero excessivo de
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animais. Isso torna cada vez mais viavel a busca por técnicas de avaliacao de alimentos in
vitro, o que implica em desenvolvimento de técnicas mais elaboradas para tais anélises, pois
revistas cientificas de alto padrao ja exigem que os trabalhos submetidos, apresentem na
metodologia o protocolo de envio a CEUA e liberagédo para execucado do experimento.
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