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1. INTRODUGAO

Tem se indicado que um dos trés parametros basicos dos estu-
dos acerca da dieta dos ruminantes, & o conhecimento da digestibili-
dade da mesma. Para tal dispoe-se de diversos metodos que sao classi
ficados como diretos e indiretos. Estes 1ltimos, tem recebido grande
atengao dos pesquisadores, principalmente em fungao dos problemas e
desvantagens inerentes aos metodos convencionais, ISHIZAKI et alii
(22), assim como dos resultados satisfatorios obtidos com o uso dos

metodos indiretos.

Fundamental destaque tem sido dado aos métodos de digestibi-
lidade "in vitro'", BARNES (2). Sua importancia e salientada por
JOHNSON (25), quando afirma que no desenvolvimento e selecao dé um
desses metodos, o pesquisador pode inicialmente decidir se seus obje
tivos sao reproduzir o mais apuradamente quanto possivel, os proces-
S0S que ocorrem no rumen, ou apenas qualitativa e quantitativamente,

parte deles. Isto abre grandes possibilidades de estudos, como:

1. Digestao dos carboidratos estruturais e fatores que afe -

tam esse processo.
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2, Utilizagao de nitrogenio proteiceo e nao protéeico pelos

microorganismos do rumen.

3. Estudo do metabolismo em culturas mistas e puras de mi-

croorganismos ruminais.

4. Estudo dos fenomenos da velocidade de reagao, definindo -

-se 0 tempo que exige um sistema nao estatico.
5. Estudo da simbiose
6. Estudo da avaliagao de forragens.

7. Estudo da bioenergetica da fermentacao ruminal.

| GOMIDE (19) da enfase a importancia da técnica da fermenta-
¢ao "in vitro" como forma de estimar a digestibilidade das forragens,
fundamentando-se no interesse existente nos valores relativos ou ab-
solutos. No primeiro caso, os valores obtidos constituem informagoes
valiosas em estudos de introducgao, selegcao e melhoramento de forra -
geiras.rEspecialmente, dado a sua facilidade de execugao, tempo,quan
tidade de forragem requerida e baixo custo. No segundo, ha interesse
em predizer o valor da digestibilidade aparente da materia seca, ma-
teria organica, proteina ou energia a ser observado "in vitro", auxi

liando o nutricionista, tanto na avaliagao de alimentos como em pro-

\

gramas nutricionais.

O objetivo desse trabalho foi a adaptagao de um metodo de
digestibilidade "in vitro" para o Laborat@rio de Nutrig¢ao Animal do
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura de Lavrss

que atenda as exigencias de pesquisas nas Areas de Forragicultura e

Nutrigao de Ruminantes.



2. REVISAO DE LITERATURA

Varios metodos de fermentagao "in vitro" téem.sido descritos,
alguns mais simples, outros mais complexos, embora todos apresentem
como objetivo comum o propdosito de reproduzir as condigoes proprias
do rumen-reticulo. As principais diferencgas encontradas sao(JOHNSON ,
24):

- tipos de recipientes usados no pProcesso de fermentagao;

- quantidades de substrato a fermentar;

~ volume de inoculo, solugao tampao e suas relagoes com a

quantidade de substrato;

- obtengao e preparo do indculo;

— tempo de fermentacgao;

- gaseificagao continua ou nio com €O, 3

- incubagao em estufa ou banho-maria, com ou sem agitacao con

/

- /
tinta. |

GOMIDE (19) observa que os métodos variam tambem, com rela -

¢ao ao criterio de avaliagao ou parametros a serem medidos:

- digestibilidade "in vitro"” dos carboidratos estruturais;
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- desaparecimento "in vitro" da matéria seca ou organica ou
ou da energia;

- produgao total de gases ou acidos graxos volateis, etc.

WARNER, citado por JOHNSON (24) estabelece os seguintes cri-
terios, para testar a validade de um sistema "in vitro" verdadeira -

mente representativo das condigoes "in vivo".

1. Manutengao do nimero normal, reprodugaoc e pProporgao de

microorganismos.

2. Manutengao das taxas normais de digestao da celulose, ami

do e proteina, e normal interacao entre eles.

3. Habilidade para predizer resultados quantitativos "in vivo!

Com base nos criterios expostos, diversos trabalhos tem de
monstrado ser possivel o uso da técnica do rumen artificial para es-
timar a digestibilidade "in vivo". Especificamente, o método descri-
to por Tilley e Terry (45) como atestam os altos coeficientes de

correlacao (r) e baixos erros padroes ds estimativas (s y/x), encon-

trados para diversas forragens em diferentes condigoes, Quadro 1.

Devido a complexidade do sistema envolvido nos metodos
"in vitro", sao muitas as fontes de variagao a que estao sujeitos os
resultados obtidos por este tipo de método, COWLISHAW (L) BARNES

(2), GOMIDE (19), BARNES (4).

BARNES (2) classificou os erros a que estao sujeiros os re -
sultados dos metodos "in wvitro" em duas categorias. Aqueles que con-
tribuem para a imprecisao dos resultados ou erros aleatorios e ERibas!

que se referem a ineficiéncia dos resultados "in vitro" em estimar
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QUADRO 1 - Correlagoes e equagoes de regressao entre os valores "in vivo" e "in vitro

digestibilidade da materia seca determinados por varios autores.

da

Referencia

Equacao de

Substrato r Fesressdo s
TILLEY & TERRY (45)+ Fenos de gramineas - = 1,01 + 0,99X & 253l
OH et alii (35)+ Fenos de gramineas e de 0,88 ¥ = 16,70 + 0,74X = 2;96
leguminosas
JOHNSON & DEHORITY (23)" Fenos de gramineas e de 0,90 ¥ = 7,10 + 0,83X + 2,10
leguminosas
SCALES et alii (40)* Gramineas frescas 0,92 Y =10,2 + 0,79X + 2,40
SCHIMID et alii (43)F Silagem de milho 0,83 9= 2,5 +0,92% + 1,78
SCHIMID et alii (22)" Silagem de sorgo 0,91 ¥ =17,69 + 0,26X + 1590
| ISHIZAKT et alii (22)" Fenos de gramineas 0,83 ¥ = -4,36 + 0,99% -
VIEIRA & GOMIDE (48)" Fenos de gramineas 0,91 ¢ = -7,91 + 1,30% & 4,85
FARIAS et alii (16)* Silagem de capim-elefante 0,97 ¥ = 14,83 + 0,86X Eoe i)
KUMERO & DEHORITY (28)* Ragoes com alta energia 0,85 ¥ = 26,40 + 0,60X =
VIEIRA & GOMIDE (48)* Fenos de gramineas 0,93 = 9,33 + 1,285X + 3592

+ = 24 horas de fermentagao.

x -~ 48 horas de fermentacao.
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a digestibilidade aparente. No primeiro caso encontram-se OS erros
decorrentes do manuseio nao exatamente igual das amostras, O que
contribui ao aumento da variancia na analise, tanto entre, como den-
tro de rodadas. No segundo caso, pode-se ter altos coeficientes de
correlagao, mas as equagoes de regressao deduzidas, podem ter um va-
lor limitado de predigao, quando o erro da equagao e muito amplo ‘
Pelos erros de vicio sao responsaveis os erros aleatorios, assim co-
n

mo a variacao nas determinagoes "in vivo" ja que os resultados "in

vitro" nao podem ser melhores que os resultados "in vivo" nos quais

sao baseados.

Os erros genericamente denominados '"aleatorios'" podem estar
relacionados com o preparo do substrato, inoculo, meio incubatorio ,

tempo de incubagao e recuperagao de substrato nao digerido, GOM1DE

(19), BARNES (2).
2..1. Preparo do Substrato

Em relacaoc a temperatura de secagem, TILLEY & TERRY (45), nao
encontraram diferengas significativas nos resultados de digestibili-
dade "in vitro" em amostras secas a 40 e 100 °g. Témperaturas de se-
cagem elevadas, 100 °C ou mais, seriam prejudiciais se o processo se

prolongasse por mais de quatro dias. |

COWLISHAQ & UNSWORTH (11), tambem nao encontraram diferencgas
significativas nps coeficientes de digestibilidade "in vitro" quando
secaram amostras de forragem de baixa qualidade, 1,57 de proteina

bruta (PB), 39,8% de fibra bruta (FB), 4,5% de cinzas (C), a 65 e
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105 °C. A resultados concordantes com os anteriores, tinham chegado

SCHMID et alii (42) gquando compararam secagem em estufa por 16 horas
a 50, 65, 80 e 1000C em tres variedades de sorgo e tres de milho,uti
lizadas na forma de silagem. Quando compararam secagem por liofiliza
¢ao por 24 horas com os quatro metodos em estufa, a liofilizagao pos
sibilitou valores mais altos de digestibilidade "in vitro" da mate -
ria seca. Nesses alimentos, na sua forma natural, o processo de lio-
filizagao foi superior aos metodos de secagem em estufa, exceto a
100 °c que por sua vez nao foi diferente da secagem a 80 e 50 Y 5

; 0 ; L
sendo que o material seco a 65 "C forneceu os valores mais baixos de

digestibilidade "in vitro" da materia seca.

VAN SOEST (46), informa que a temperatura de secagem afeta as
determinagoes de lignina. Em alguns casos, quando a lignina & usada
como indicador da digestibilidade, esta pode ser uma fonte de varia-
gao. Em outro trabalho, o mesmo autor indica que temperaturas de
5or “¢ produzem modificagoes insignificantes, sendo esta consequente-

mente a temperatura de secagem maxima recomendavel para analise de

litgnina, VAN SO0EST (47).

Em relagao ao tamanho das particulas, DEHORITY et alii (12)ta
balhando com fenos de gramineas de leguminosas, em diferentes esta -
gios vegetativos, concluiram que a reducido no tamanho das particulas
da forragem, devido a moagem por esmagamento, determinou maiores coe
ficientes de digestibilidade "in vitro" da celulose, quando compara-
dos com amostras moidas em peneiras de 40 malhas/em? (40 mesh) .Obser
varam ainda, uma relagac direta com o tempo de moagem e o coeficien-

te de digestibilidade até um periodo maximo de 72 horas, apos o qual
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nao foram encontradas diferengas significativaé. TILLEY & TERRY (45)
determinaram que a influéncia do tamanho das particulas nos resulta-
dos "in vitro" era maior nas forragens de baixa digestibilidade :
Para eles, este efeito deve-se ao rompimento, em maior intensidade .
das paredes celulares permitindo a penetracac de enzimas em regioes
onde normalmente sao excluidas. Ainda em relacao ao tamanho das par-
ticulas, BAUMGARDT & OH (7), trabalhando com dois fenos de alfafa e
dois fenos de gramineas, moidos em peneiras de 40 e 60 ‘mesh", deter
minaram que o menor tamanho aumentou a digestibilidade "in vitro" da
celulose., Isto foi verdadeiro para os dois grupos, embora a digesti-
bilidade da celulose nas gramineas tenha sido afetada mais intensa -
mente. Este fato nao provocou diferengas significativas nas correla-

goest in Wwitro' e “im vive', levando otdantioras a sugerir ‘que o ta -

manho das particulas deve ser padronizado em cada laboratorio.

2.2. Algumas fontes de variagao relacionadas com o inoculo

Sabe-se que modificagoes na dieta de um ruminante traz como

consequencia modificacgoes na populagao de microorganismos do rimen s

HUNGATE (21) e EADIE (14), sendo que isto pode refletir-se na ativi-

dade do inoculo.

2.2.1. Alimentagao do animal doador do indculo

HOPSON et alii (20) trabalhando com a técnica de saquinhos

de nylon, encontraram que a alfafa quando ministrada como alimento ,

aumenta significativamente a digestibilidade da. celulose em tres
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gramineas que foram utilizadas no experimento. Por outro lado, as

gramineas nao melhoraram a digestibilidade quando serviram como ali-
mento e substrato. Em concordancia, BEZEAU (8) determinou diferengas
significativas na atividade do inoculo proveniente de animais alimen
tados com alfafa e fenos de gramineas respectivamente, na habilidade
para digerir celulose. A variacao foi menor com inoculo proveniente

de animais alimentandos com alfafa. Ainda, NELSON et alii (34) em es
tudo que incluiu alfafa, gramineas e silagem de milho como dietas e
substratos, detectou diferengas significativas na digestibilidade da
materia seca, devido a dieta do animal doador. A silagem de milho foi
a dieta que possibilitou a maior variagao, enquanto que Azevem

(Lo&ium perenne, L.),a menor.

/
[ ROBERTSON & VAN SOEST (38) trabalhando com dois tipos de

\
dieta, feno de gramineas e concentrado nas dietas dos animais doado-
res, encontraram diferengas significativas entre os valores obtidos
de digestibilidade dos constituintes da parede celular. Indica o au-
tor, que o inaculo proveniente de animais alimentados com feno (11l
zaram melhor os constituintes da parede celular do concentrado que

N

aqueles provenientes de animais alimentados somente com concentradod

s/
Enquanto isto, MONSON & UTLEY (31), trabalhando com dietas constitdi
das de feno de gramineas e dietas concentradas em substratos de feno
de gramineas, milho grao e misturas de ambos em proporgoes variaveis,
nao encontraram diferengas significativas atribuiveis 3 dieta. Embo-
ra pequenas, as diferengas foram consistentes e contraditorias ao de
terminado por ROBERTSON & VAN SOEST (38), no sentido de que as die -
tas na base de forragens estimulariam a digestibilidade do concentra

do, no caso, grao de milho.
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Enquanto isso, BATISTA (5) em recente trabalho que incluiu
duas ragas bovinas (Holandeés e Gir), uma bubalina (Jaffarabadi) e
dois tipos de alimento, (silagem de '"Napier' com 107 de fuba de mi-
lho e feno de capim gordura), que também serviram como substrato .
Encontrou que a silagem como alimento do animal doador propiciou

' da materia seca, signifi

coeficientes de digestibilidade "in vitro'
cativamente, mais altos (P < 0,01) que o alimento feno de capim gor

dura, para as tres ragas e ambos substratos.

Os trabalhos acima sugerem que esta e uma importante fonte
de variagao, que deve ser levada em consideracgao na interpretagao
dos dados. Sendo importante uma padronizagao em termos de cada labo

ratorio de acordo com a disponibilidade de alimentos.

A influencia do estado nutricional do animal no momento da
coleta do fluido ruminal, sobre os resultados "in vitro" nao & mui-
to claro, devido aos poucos trabalhos conduzidos neste sentido, em-
bora a maioria dos pesquisadores tenham opinioes formadas a este
respeito, JOHNSON (27). Alguns laboratorios tem usado periodos de
jejum prolongados, 16 a 18 horas, COWLISHAW & UNSWORTH (11). Nestas
condigoes o inoculo nao teria as concentragoes maximas de microorga
nismos, oS quais estao presentes 1 a 6 horas apos a alimentagio do
animal, JOHNSON (27). Inoculos coletados nestas condigSes, assim
como volumes reduzidos do mesmo (1 ml) e suspensoces de lavado de ce
lulas,fornecem valores reduzidos na digestibilidade da fibra e a
variagao entre amostras e aumentada, TILLEY & TERRY (45). Outros la
boratorios tém utilizado coleta com jejum prévio menos prolongado ,
2 a 5 horas, BAUMGARDT (6), MOORE & DUHAM (32), BARNES (4), bem co-

mo coleta sem jejum previo, NELSON (34).
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Neste sentido, e imprescindivel uma padronizagao deste passo
para reduzir as variagaes, assim como parece aconselhavel usar volu-
mes maiores de inoculo, coletado de animais com processos digestivos
ativos e aceitar oS erros que isto poderia introduzir, TILLEY & TERRY

(45).

Na obtencao e preparo do inoculo tem sido introduzidas algu-
mas modificacgoes principalmente em fungao do estudo proposto.DEHORITY
(13) estudando a digestibilidade da celulose utilizou um lavado de
celulas com tampao-fosfato e centrifugagao diferencial procurando um
inoculo constituido principalmente de bactérias celuloliticas.JOHNSON
(27) assinala que o lavado de celulas diminui a variagao devida a
dias diferentes de extragao, mas isto nao e, necessariamente, vanta-

joso em estudos com o metodo em dois estagios.

Em outros casos e principalmente quando se estuda a digesti-
bilidade das materias seca e organica, o liquido & extraido atraves
de fistula, seguidamente filtrado através de numero variavel de cama
das de tecido poroso e o filtrado resultante & usado como inoculo

3

BARNES (4), MOORE e DUNHAM (32).

2.3, Meio incubador

Em relagao ao meio incubador a maioria dos pesquisadores con
cordam que a saliva artificial de McDougall satisfaz as exigencias
basicas do sistema, TILLEY & TERRY (45), BAUMGARDT (6), DEHORITY (13),
SCHMID (43), NELSON (34). No entanto outros trabalhos tém sido condu

zidos em meios que diferem do anterior na concentragoes dos solutos,
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ou na composigao da soluggo tampao baseada em um tampao fosfato, as-
sim como no enriquecimento com ureia, biotina e 3acido valerico. Este
enriquecimento e um intento de suprir necessidades dos microorganis-
mos celuloliticos, principalmente quando se trabalha com suspensoes

de lavados de celulas, DEHORITY (12) JOHNSON & DEHORITY (26).

SCHMID et alii (41) determinaram que a adigao de ureia ao
meio incubador, melhorou a digestibilidade do substrato, principal -
mente quando este possuia altos niveis de carboidratos soldveis(grao
de milho); nao tendo acontecido o mesmo quando o substrato foi alfa-
fa. 0 melhor nivel por eles determinado para uma aproximacgao da maxi
ma digestao para o grao de milho, planta de milho e planta de sorgo,
foi 10 mg de ureia por 0,25g de materia seca de substrato. A adigao

de ureia nao melhorou a precisao das determinacgoes.

COWLISHAW & UNSWORTH (11) encontraram que a adigao de 6 mg
de ureia ao meio, aumentou a digestibilidade da matéeria organica -
quando o segundo estagio (digestao com pepsina acida) foi suprimido.
0O periodo do primeiro estagio foi de 48 horas, sendo o substrato uma
mistura de forragens com 11,17 de P.B. Em outro experimento, a adi -
¢ao de ureia aumentou a digestibilidade da materia organica (MO) 3

mas quando a primeira fase do metodo foi de 48 horas os efeitos nao

foram significativos. 0 estudo envolveu uma forragem de baixa quali-

dlade (1,57 P.BL ).

EL-SHAZLY et alii (15), encontraram que a adigao de amido
diminui a digestao da celulose "in vivo" (técnica de sauinhos de

nylon) e “in vitro". Este efeito foi dimiauido quando o meio foi en-

riquecido com ureia.
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A adigao de carboidratos nao parece aconselhdavel quando se
<~ -1 . - . ~ -
pretende estudar a digestao da mat€ria seca, materia organica e de

carboidratos, JOHNSON (27).

\
|

' Devido as limitadas variagoes de temperatura existentes no
rumen, grande atengao deve ser dispensada durante a manipulagao do
indculo ate sua distribuicao nos recipientes incubadores, os quais
ja devem encontrar-se a temperatura de incubagao neste momento. Uma vez
nos recipientes tanto a incubagao em banho-maria como em estufa incubadora sa -
tisfazem as necessidades de temperatura, desde que as flutuagoes nao sejam muito
largas (t 0,5 °C).Deve se prestar atengao a elevagao da temperatura,ja que as
bactérias do rumen parecem ser especialmente sensiveis a temperaturas superiores
a 40°C e se expostas por periodos de tempo maiores,perdas acentua-
das na atividade podem vir a ocorrer, JOHNSON (24). A temperatura
escolhida para fermentacao "in vitro" geralmente tem sido 39°¢C 3
DEHORITY (13),BAUMGARDT (6),embora temperaturas de 28—390C, tambemn
tenham sido usadas, TILLEY & TERRY(45), COWLISHAW & UNSWORTH(11l).
f!Na manutencao das condigoes de anaeboriose, duas técnicas
tem sido utilizadas com maior frequéncia.Uma delas consiste em sa-
turar o meio de cultivo inoculado com CO, seguida de imediata veda
¢ao do recipiente incubatorio, com rolha provida com valvula de
Bunsen;neste caso admite-se que os proprios gases de fermentagao
mantem as condigoes de anaerobiose, TILLEY & TERRY (45).A outra que
se baseia numa corrente continua de C0, atraves do recipiente incubatorio para
manter essas condigoes,apresenta como desvantagem uma maior comple
xidade,GOMIDE (19), entretanto pode ser aconselhivel seu uso, no

caso de pretender-se tomar amostras do meio a diferentes intervalos
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de tempo, JOHNSON (25).

Desde que o poder tampao do meio incubador @ a unica forma de
controlar internamente o pH dos processos fermentativos "in vitro" ,
pode ser necessario o ajustamento do mesmo, dependendo de fatores co
mo, proporgao de solugao tampao para quantidade de inoculo, quantida
de de substrato e natureza do material que esta sendo fermentado :
Esse pH deve ser mantido dentro dos limites de 6,7 a 7,0 durante to-
da a primeira fase do método, ja que & dentro desta faixa que se da
a maior atividade microbiana no riumen. Este ajustamento pode ser fei
to com carbonato de sodio e acido fosférico dependendo da situacgao
O uso de proporgoes maiores de solugao tampao em relagao ao  volume
de inoculo e quantidade de substrato diminuem as variagoes internas

de pH, TILLEY & TERRY (45), JOHNSON {23

2.4. Tempo de incubacao

BAUMGARDT et alii (6), em pesquisa "in vitro" que incluiu 31
forragens (fenos de gramineas e de leguminosas), verificaram coefi -
cientes medios de digestibilidade da celulose de 47,6 e 60,02 para
periodos de incubagao de 24 e 48 horas, respectivamente. Os coeficien
tes de correlagao entre digestibilidade "in vitro" da celulose e a

energia digestivel (0,85 e 0,78 para os periodos de 24 e 48 horas)fo

ram altamente significativos.

BAUMGARDT e OH (7), trabalhando com forragens com digestibi-

lidade "in vivo" conhecida e quatro periodos de fermentagao (18, 24,

30 e 48 horas) verificaram que os coeficinetes de correlacao para
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digestibilidade "in vitro" e "in vivo" da celulose foram altamente
significativos para os quatro periodos. A variagao entre rodadas
foi significativamente menor para o periodo de 48 horas de fermenta-

gao.

CARVALHO (10) estudando tres periodos de fermentacao (24, 36
e 48 horas) em uma graminea tropical (Tadipsacum fasciculatum Trin),
verificou um acréscimo linear na digestibilidade "in vitro" da mate-
ria seca e da celulose, apresentando o periodo de 48 horas o mais
alto grau de digestao. 0 periodo de 24 horas de fermentagao apresen-
tou maior variagao entre os coeficientes de digestibilidade da mate-
ria seca e da celulose que os periodos de 36 e 48 horas. Neste traba
lho nac foram fornecidos dados acerca da correlagao entre a digesti-
bilidade "in vitro" determinada nos diferentes periodos de fermenta-

¢do e "'in vivall,

(

| 0 periodo de tempo requerido para uma maxima digestao pelos
microorganismos do rumen & dependente de fatores relacionados com )
substrato, percentagem de fibra bruta, grau de lignificagao, tamanho
die particulas, suprimento de nutrientesihesessarios para uma maxi-
ma atividade dos mesmos, COWLISHAW & UNSWORTH (11), assim como do
inoculo, fonte e atividade do mesmo. Assim sendo, o melhor periodo
de fermentagao seria aquele que maximizasse a correlacao "in vivo" e

"in vitro" e minimizasse as variagoes entre e dentro das rodadas,con

digoes estas que devem ser estabelecidas para cada laboratorio,

BAUMGARDT & OH (7).
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2.5, Filtragem

0 metodo de recuperagao do residuo nao digerido en ensaios
"in vitro" pode ser uma fonte de variagcao. Neste sentido, a recupera
¢ao em papel de filtro pode resultar em valores menores da digesti-
lidade "in vitro" em relagao a outros materiais mais porosos, devi-
do a uma possivel retengao de material celular sintetizado durante a
fermentagao, MOORE e MOTT (33). Desta forma ROBERTSON et alii (41)
trabalhando com dois metodos de filtragem, em papel de filtro e ca -
dinhos de vidro poroso, verificaram diferengas dignificativas entre
os dois metodos. Entretanto essas diferengas deixaram de ser signifi
cativas, quando as estimativas, com papel de filtro foram corrigidas
em relagao as determinacgoes em branco. 0s autores concluiram que 0
papel de filtro pode substituir o cadinho desde que tais determina -

goes sejam conduzidas simultaneamente para servirem como corregao.



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nas instalagoes do Departamento de
Zootecnia da Escola Superior de Agricultura de Lavras (ESAL), Minas
Gerais. A ESAL tem como ccordenadas geograficas 21°14'30" de latitu-
de Sul e 45°00'10" de Longitude Oeste, apresentando a regiao, um

clima do tipo CWA, BRASIL (9).

As temperaturas minimas e maximas médias correspondentes ao

periodo experimental estao relacionadas no Quadro 2.

QUADRO 2 - Temperatura media mensal minima e maxima correspondente

= -
aos perlodos dos emnsaios.

Mes Ano Minima °c Maxima °C
Outubro 1977 15,9 28,0
Novembro 1977 17,4 2650
Fevereiro 1978 17,6 30,6
Marco 1978 1754 30,9

FONTE : Ministerio da Agricultura - Instituto Nacional de Meteorologia - 59 Dis -

trito de Meteorologia - Estagao Climatoldgica Principal de Lavras.
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3..1. Easaio Yin viwvo!

0 ensaio "in vivo"

foi realizado com duas forragens,feno de
capim-gordura (Melinds minuiiflora Beav), denominado Gordura I prepa
rado apos floragao e feno de capim Elefante, (Penndisetum puipureum |,
Schum), variedade 'Napier', com aproximadamente 40 dias de idade. Fo
ram utilizados oito carneiros sem raca definida, com idade variando

entre 3,5 a 4,5 anos, com peso medio de 54,3 kg, alojados nas gaio -

las metabolicas um més ap6s a tosquia.

A tecnica utilizada foi a coleta total de fezes por meio de
bolsas coletoras com as quais os animais foram equipados durante o
tempo em que durou o ensaio. A digestibilidade aparente determinada
pela diferenca entre materia seca consumida e a presente nas fezes
durante um periodo experimental de nove dias, para cada uma das for-
rageiraas. Para isto pesava-se o alimento fornecido duas vezes ao
dia, fazendo-se uma amoétragem simultanea para posteriores analises
no laboratorio. Os animais eram alimentados duas vezes, diariamente,
as 7:00 e 16:30 horas e minutos antes procedia se a retirada das fe-
zes. As sobras de alimentos do dia anterior eram retiradas apenas no

horario da manha.

As fezes da manha eram levadas ao laboratdrio apos a coleta
da manha onde eram pesadas e determinada a materia seca, juntamente
com as da tarde do dia anterior. As sobras, eram levadas ao laborat§
rio nos mesmo horarios que as fezes, quando era determinada a mate -

ria seca e guardadas.

O periodo pre-experimental foi de vinte dias, tempo necessa-
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rio aos animais adaptarem-se as gaiolas, assim como, as bolsas cole-
toras e estabilizarem o consumo. Os mesmes foram vermifugados no mo -
mento de serem confinados e tiveram sempre a disposicao agua e mis-

tura mineral.
3.2. Ensaio "in wvitro"

O objetivo do ensaio de digestibilidade "in vitro" foi a
adaptagao do metodo descrito por TILLEY & TERRY (45) e modificado por

MOORE e DUNHAM (32).

Neste ensaio utilizaram-se quatro fenos. Além dos fenos de
gordura e Napier utilizados no ensio "in vivo'", com os quais prepa -
rou=se uma amostra composta para cada um deles, proporcional ao con-
sumo diaric, foram utilizados feno de capim gordura ( Melines minutiflo
na, Beaw) denominado Gordura II e de Soja (GLycine javanica,Lin) com
digestibilidade "in vivo" da matéria seca (DMS) de 60,0 & 60,7% de -
terminadas em outros laboratorios, (Universidade Federal de Vigosa e
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais, Sete Lagoas, res -
pectivamente). Enquanto que as analises bromatologicas foram realiza

das no Laboratorio de Nutrig3o Animal da ESAL.

0 liquido ruminal foi obtido atraves de Fistula de romen ,

em dois bovinos de raca Holandesa de 480 e 450 kg de peso vivo. Os
mesmos recebiam uma dieta composta de silagem de milho consumida a
vontade e um suplemento de 1,0 kg/dia de farelo de soja e suplemento
mineral, oferecido em duas refeicoes diarias. A extracgao era feita

dentro das duas primeiras horas apos os animais terem recebido o su-
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plemento proteico da manha.

A solugao tampao fora preparada no dia anterior ao inicio de
cada incubagao e de acordo com a férmula de McDOUGALL (29). O CaCly
era adicionado apos a solugao ser gaseificada com CO; até um pH en-

o :
tre 6,9 a 7,0 e ter sua temperatura elevada a 39 C, em banho-maria,

0 liquido do rumen era filtrado atraves de duas camadas de
um tecido de porosidade apropriada (cheese-cloth) no momento da ex-
tragao. Imediatamente transportado ao laboratorio em banho-maria
(39-40 OC) onde era filtrado novamente atraves de quatro camadas de
tecido e uma la de vidro, sob atmosfera de CO,. Continuando em at -
mosfera de CO;, era dosado e adicionado a solugao tampao na propor-
‘cao de 1:4, sendo gaseificado com CO, por mais 8 a 10 minutos.Depois,
era distribuido em vidros de aproximadamente 100 ml, onde estava
uma amostra de aproximadamente 0,5 grama de feno moido, em peneira
de lmm. Os vidros eram tampados com rolhas providas de valvulas de

! : 0
Bunsen e incubados em banho-maria a 39 (28

Apos 48 horas de incubag@o, o meio era acidificado com 6 ml
de HCl a 20% a fim de deter—-se a fermentagao. Logo apos, era inocu-
lado com uma solugao de pepsina (1:1000 Ul) a 10Z(p/v) iniciando-se,
assim, o segundo estagio do metodo. Os vidros‘permaneciam por mais
48 horas nas mesmas condicoes apos o que procedi-se a filtragcao de
seu conteudo em papel de filtro qualitativo, de 12 cm de didmetro ,

da marca KLABIN, previamente .secos e tarados, TILLEY e TERRY (47).

A rodada compreende todos os Processos desde a preparagEO da
saliva artificial, ate a determinacao da materia seca redidual,apos

a fermentagao com pepsina. Isto repetia-se semanalmente, de tal for
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ma que cada rodada representa uma repetigao no tempo.

3.3. Analise Estatistica

A analise de variancia dos resultados da digestibilidade "in
vitro" da materia seca (DIVMS) de 5 rodadas foi realizada segundo o

o modelo matematico, BARNES (5):

Yijk = u + Ri + Fj + (FR)ij + ekij

onde

Yijk = valor observado

u = media geral

Ri = efeito da rodada i

Fj = efeito da forragem j

(FR)ij= efeito da interacao entre F e R

ekij = erro exﬁerimental dentro de rodadas

0 modelo foi admitido como misto, sendo o efeito da media

geral e o efeito da forragem, considerados fixos e o efeito das roda

das admitidos aleatorio.

A estimativa dos componentes da variancia para cada uma das

fontes de variagao foram determinadas como segue :
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QUADRO 3 - Causa de variagao e esperancas matematicas dos quadrados

medios para o modelo proposto por BARNES (5).

C.V: G4, E (Q.M.)
Rodadas, R. 4 g% va 125 gk
i R
2 - s 2
Forragem, Fj 3 o QURF S;Fj
Rodadas x Forragens (FR),. 12 o2 + 15/4 o2
1. RF
Determinagoes dentro de rodadas e, ..., 40 s
k(ij)

TOTAL 59







4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1. Composigao bromatologica dos alimentos

A composigao bromatoldogica media das forragens utilizadas nos

ensaios "in vivo" e "in vitro'", estao no Quadro 4.

Neste Quadro ainda pode-se observar as diferengas existentes
na composigao bromatologica das forragens utilizadas revelando a bai
xa qualidade do feno de capim-gordura I, com niveis proteicos da or-
dem de 3,89% na materia seca e valores relativamente altos de fibra
bruta, 35,78%. Esta baixa qualidade foi determinada possivelmente pe
lo avangado estagio de maturacgao em que foi fenado este capim. 0 fe-
no de 'Napier' foi elaborado quando as plantas estavam, aproximada -
mente com 40 dias de idade, estas Plantas cresceram em solo rico em
materia orgdnica e revelaram um teor proteico mais elevado, 15,647 e
mais baixo em fibra bruta 27.187% que o capim-gordura I. Esses dois
fenos foram escolhidos propositadamente, Procurando-se obter forra -

gens de alta e baixa digestibilidade aparente da materia organica.

0 feno da soja apresenta percentagem semelhante de proteina
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e fibra bruta ao feno de 'Napier' sendo que o feno denominado Gordu
ra II, mostrou teores mais baixos de proteina (9,65%) e fibra bruta

(230183707,

4.2, Ensaio de Digestibilidade "in vivo"

Na determinagao da digestibilidade aparente da materia seca
foram utilizados quatro carneiros por cada uma das forragens. No
Quadro 4, sao mostrados os dados de consumo exXpressos em gramas de
materia seca por unidade de tamanho metabdlico (BY 0,75) porfidia  ,

(g/UTM.d).

Observa-se no Quadro 4 que o consumo de matéria seca por ani
mal foi baixo para ambos os fenos, quando comprado com dados encon-
trados mais comumente na literatura, MILFORD & MINSON (30), VILLA -
LOBOS(49), FERREIRA (17). Entretanto, MILFORD & MINSON (30) fazem
estimativas da ordem de 36,8, 37,7 e 39,7 g/kg PVD’Tapara forragens
tropicais (Setaria sphacelata,Digitaria decumbens, ChlLoris gayana )
respectivamente que apresentam uma digestibilidade aparente da or -
dem de 55Z. No caso do capim-gordura I, alguns fatores tais como
baixo conteudo de proteina e .idade da planta, podem explicar )
baixo consumo observado condordando com MILFORD & MINSON (3005 REID
& JUNG (37). O baixo consumo de feno de 'Napier' observado pode es-
tar relacionado de alguma forma, com o solo em que desenvolveu- se
a forragem um antigo confinamento e nao escapa a possibilidade da

existéncia de algum fator que diminui-se sua aceptabilidade.

0 fato do feno de capim-gordura I apresentar uma maior varia



26.

bilidade que o 'Napier' explica-se pela sua pior qualidade, ja que o
consumo esta relacionado com o conteudo de proteina da forragem e em
alguns casos com a idade da planta e sua digestibilidade, MILFORD &

MINSON (30).

Os valores mais baixos da digestibilidade aparente da matéria
seca (Quadro 5), observados no feno de capim-gordura I, explicam- se
pela menor qualidade do mesmo, determinado por um baixo teor de pro-
teina e alto de fibra, o que possivelmente limitaria sua digestibili

dade em relagao ao feno de 'Napier'.

SILVA & GOMIDE (44) ao estudarem o consumo e digestibilidade
de tres gramineas tropicais em bovinos, observaram que o capim-gordu
ra mostrou o maior decréscimo no consumo, apresentando ainda um de -
crescimo na digestibilidade aparente da materia seca quando aumentou
o estagio de maturagao de 2 para 8 meses de idade. Nesse trabalho foi
observado um coeficiente de digestibilidade de 40,27 aos 8 meses de
idade, algo mais alto ao observado na pesquisa. O feno de 'Napier'
apresentou valores de digestibilidade aparente da matéria seca mais
baixos que os encontrados por OLUBAJO et alii (35) 5 ao trabalharem
com esta graminea com 6 semanas de idade. FERREIRA (17), trabalhando
com silagem deste capim, com 15,7% de materia seca no material fres-
co, determinou valores de 57,01 e 52,11 de digestibilidade da mate -
ria seca, com e sem adigao de raspa de mandioca, respectivamente 5
no momento da ensilagem. FONSECA (18) estudando a digestibilidade apa
rente da matéria seca do capim 'Napier' em bovinos, cortado aos 3
meses de idade determinou valores mEdios de 68,487, bastante mais al

tos aos encontrados neste trabalho.
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Observando-se os consumos médios, relativamente baixos, para
ambas as forragens e de acordo com BALCH & CAMPLING (1), o nivel de
consumo de materia seca apresenta uma relacao inversa com o tempo
de retengao  do alimento no trato digestivo, era de se esperar coefi-
ciente de digestibilidade mais elevados aos observado, desde que o)
tempo de permanencia do alimento no reticulo rumen est: associado po

sitivamente, com a digestibilidade do mesmo, HUNGATE (21).

4.3. Ensaio de Digestibilidade "in vitro".

Neste ensaio foram utilizadas as quatro forragens ou seja |,
0s fenos de 'Napier' e capim gordura I, com coeficientes de digesti-
bilidade aparente da matéria seca determinados, como ja foi descrito

neste trabalho e os fenos de soja e capim-gordura II com coeficien -

tes de digestibilidade determinados em outros laboratorios.

A analise de variancia atraves de modelo empregado revelou
diferengas significativas (P < 0,01) entre rodadas, forragens (P<0,01

e para a interagao rodadas x forragens (Pl< 0,05).

Quando se realizou o desdobramento da interagao observou- se
que o feno de capim-gordura II foi o responsavel pela interacgao roda
das x forragens (R x F), com um valor de F significativo ao nivel de

17, sendo que as outras forragens apresentaram valores nao significa

tivos.

No Quadro 6 sao mostradas as medias de digestibilidade " 1in
vitro" da materia seca para as quatro forragens. O feno de capim

'Napier' apresenta os valores mais altas,| 755077 e o capim—-gordura I
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as mais baixas, 41,36%. Tambem, como era de se esperar, as médias fo
ram estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. A variagao para cada um dos fenos, representada pelo
coeficiente de variagao, mostrou valores desde 1,387 (s=1,04) para
o feno de 'Napier' ate 3,90 (s=2,62) para o capim gordura II., Conco-
mitantemente este feno apresentou o maior valor para o erro padrao

da media + 1,17.

Os valores dos componentes da variancia que aparecem no
Quadro 7, mostram uma estimativa de 2,40 para a variancia (sz), asso
ciada com as determinagoes dentro da rodada. Esse valor parece um
pouco menor que aqueles encontrados por BARNES (3) e (4), que foram
de 2,8 e 2,6, respectivamente, sendo que esse autor trabalhou com um
numero maior de dados. No primeiro trabalho que inclui dados de cin-
co laboratorios, as estimativas para esse paramétro variaram de
0,22 ate 10,62. No segundo, com dados de quatorze 1aborat5rios, a

gariagao foi de 0,5 a 7,3.

O componente de variancia estimado para a interagao, s’ (RF ),
apresenta um valor de 0,82, inferior aos encontrocs por BARNES (3) e
(4), que foram de 2,35 e 3,90 e que variaram de menos de 150 ansls6Tese

no primeiro trabalho e de 0,27 a 6,74, no segundo.

Os parametros analisados anteriormente parecem ser de impor-
tancia relativamente maior, para mostrar o aperfeigoamento do metodo,
ja que o primeiro representa a variagao média entre as repetigdes den
tro de cada rodada, sendo aqui onde residem as causas dos "erros alea
torios”, BARNES (2). Uma interaggo significativa mostra que a magni-

tude da variagao na digestibilidade da materia seca para as forra -
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gens nao foi a mesma de rodada para rodada. No presente tranalho a

interacao foi significativa, todavia o componente da variancia estis

mado foi muito baixo, s? (RF) = 0,82, sendo que o desdobramento mos-
trou que uma variacao estatisticamente maior, ocorreu apenas entre
as rodadas para o feno de capim gordura II, o que indica ter sido

um problema relacionado com essa amostra em particular.

0 metodo de digestibilidade "in vitro'", envolve um sistema
biologico complexo e como tal estara sujeito a muitas variagoes ine-
rentes ao proprio sistema que podem vir a aumentar a variagao dentro
e entre rodadas. Ha outros fatores, ainda, que podem contribuir a au
mentar essa variacao, como manuseio nao exatamente igual das amos tras,
variagoes na eficiencia do indoculo em diferentes dias de coleta, lu-
gar exato da retirada dentro do rumen, tempo de realizagao das fases

-+ .
criticas.

0 alto valor observado do F (P < 0,01) para forragems, esta
dentro do esperado e explica-se pelas diferencgas inerentes a cada
uma das forragens que determinam coeficientes de digestibilidade da

materia seca "in vitro" muito diferentes, como pode ser observado no

Quadro 8.



QUADRO 8 - Coeficientes medios de digestibilidade da materia seca, media e obtidos no ensaio

"in vitro" para os quatro fenos e por rodada.

Rodada n?

Feno X s s (m) GV .
1 2 3 4 5 (%)

DIVMS ¥
'Napier' 73,79 76,09 Z4 110 T 75555 75,80 75,07a 1,04 0,46 1,38
Capim gordura I 41,41 L0501 40,22 43,47 41,21 41,36d 127 0,57 3,07
Soja 62,49 61,09 60,65 63,14 63,49 62.17¢ 1,25 0,56 2;01
Capim gordura II  66,17a 6456b 65,40b 69,57a 70,46a 67,23b 2,62 107 3,90

Medias seguidas de letras diferentes diferem

estatisticamente pelo teste de

Tukey (P< 0,05)

SEE
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4.4, Valores de pH apos a fermentagao

Os valores de pH apos 48 horas de fermentagao foram computa-
dos para quafro das cinco rodadas, analisadas em relagao a digestibi
lidade da materia seca. Esses valores assim como os valores de pH do

inoculo para cada uma das rodadas aparecem no Quadro 9.

Embora as variagoes entre e dentro das rodadas fossem relati
vamente baixas e os valores encontrados possam ser considerados nor-
mais, ja que todas estao proximas de neutralidade, a analise de va -
riancia mostrou diferencas significativas para rodadas (P< 0,01) 5
forragens (P< 0,01) e para a interagao rodadas x forragens(P< 0,01).
Realizado o desdobramento da interagao, o feno de soja foi o que
apresentou diferenga significativa (P< 0,0l)entre rodadas, sendo tam
bem este feno o que apresentou as maiores médias de variacao dentro

das rodadas.

As medias das quatro rodadas para os valores de pH das forra
gens variaram desde 6,89 para o feno de capim-gordura II com um coe-
ficiente de variagao de 0,75% ate 7,04% para o feno de soja que apre
sentou o coeficiente de variagao mais elevado, CV = 0,657, A media
geral para os valores de pH das quatro forragens e de quadro rodadas

foi de 6,95 unidades de pH, com um coeficiente de variagao de 1,01%.

Os valores de pH para o inoculo variaram de 6,25, na primei-
ra rodada computada, ate 6,65 na segunda com uma média de 6,44 unida

des, apresentando um coeficiente de variagao de 2,72%.



QUADRO 9 - Valores de pH apos 48 horas de fermentagao, média, e coeficientes de variagao por

forragem e rodada, pH de inoculo por rodada.

Rodada n?

Feno 7% s (m) G

1 2 3 4 (%)
"Napier' 6,96 6,88 7,03 7,02 6,97 0,04 1,04
Capim gordura I 6,92 6,82 6,92 7501 6,92 0,04 1512
Soja 6,93 6,95 7,13 7.4,15 7,04 0,06 1,65
Capim gordura II 6,93 6,82 6,90 6,93 6,89 0,03 0,75
X 6,93 6,87 6,99 7,03 6,95 0,03 1,01
pH indculo 6,25 6,65 6,35 6,50 6,44 0,09 20072

‘9E
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4.5, Correlacao entre digestibilidade "in vivo" e "in vitro".

A correlagao e equagao de regressao entre os coeficientes de
digestibilidade “in wivo'" e digestibilidade "in witwo!, da materia

seca sao apresentadas na Figura 1.

O coeficiente de correlagao encontrado nesta pesquisa (0,90)
e semelhante aos encontrados por VIEIRA & GOMIDE (48) ao trabalharem
com tres gramineas tropicais em quatro epocas de corte com um coefi-
ciente de correlacao, entre digestibilidade "in vivo" e "in vitro'"da
materia seca com 48 horas de fermentagao, igual a 0,91, com um coefi
ciente de determinacao de 827. SCHMID et alii (43) trabalhando com
25 silagens de milho e 26 de sorgo encontraram coeficientes de corre
lagao de 0,83 e 0,91 para as silagens de milho e sorgo, respectiva -
mente. OH et alii (36) trabalhando com 32 amostras de gramineas e
24 de leguminosas temperadas, determinaram coeficientes de correla -
gao para a digestibilidade "in vivo" e "in vitro" da materia seca de
0,88 para todas as forragens e de 0,83 e 0,97 para gramineas e legu-
minosas respectivamente. Desta forma o coeficiente determinadc pare-
ce situar-se na media dos valores encontrados na literatura. Entre -
tanto o baixo nivel de significancia (P <0,05) encontrado para este
parametro pode explicar-se em parte pelo baixo numero de observagoes
disponiveis, apenas 4 para a analise, determinando um baixo numero
de graus de liberdade para o mesmo. O valor de t calculado foi de
2,86 que esta bastante proximo do valor de t tabelado P < 0,01 que &

igual a 2,93 para dois graus de liberdade.



37 .

A equacao de regressao obtida yi= 4,72 + 0,79 X com um ELTO
padrao da estimativa, s v/ix, de 6,85. Esite exrro padrao parece bastan
te maior que aqueles encontrados na literatura, VIEIRA & GOMIDE (48),
TILLEY e TERRY (45), OH et alii (36), JOHNSON e DEHOR ITY (25). Em
parte este alto valor pode ser devido ao baixo numero de graus de 11
berdade com que foi estimado apenas 2, todavia o coeficiente de de -
terminacao relativamente alto, significa que 817 da variacao total e

explicada pela associagao entre as variaveis.
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5. CONCLUSOES

Nas condigoes do presente trabalho pode concluir-se:

1. Tanto o feno de capim 'Napier' como o de capim-gordura I
apresentaram consumos baixos, 38,68 g/UTM.d e 17,25 g/UTM.d respecti

vamente.

2. A variabilidade no consumo e digestibilidade foi maior
para o feno de capim gordura I do que para o feno de capim 'Napier'.

3. 0 feno de 'Napier' apresentou uma digestibilidade "in vivo"
P P g

da materia seca superior ao feno de capim gordura I.

4., No ensaio de digestibilidade "in vitro" o feno de capim
'"Napier' apresentou o coeficiente mais elevado (75,07%Z) e o feno de
capim gordura I o mais baixo (41,35%) sendo que a maior variacao

foi verificada no feno de capim-gordura II.

5. A relagao entre a digestibilidade "in vivo" e "in vitro "
é representada por ¥ = 4,72 + 0,79X, com um coeficiente de determina

950 de 817.



6. RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a adaptacao de um me-
todo de digestibilidade "in vitro" para implantagao no Laboratorio
de Nutricao Animal do Departamento de Zootecnia da Escola Superior
de Agricultura de Lavras. Para isto foram realizados dois ensaios |,

um "in vivo" e outro "in vitro".

No primeiro ensaio foram utilizados fenos de capim-elafante,
variedade 'Napier' (Penndsefum purpureum Schum), elaborado quando as
plantas apresentaram aproximadamente 40 dias de idade e de capim gor
dura (Melfinds minutiflora Beauv) denominado capim gordura I, prepara

do com o capim apos floragao. O ensaio foi realizado com quatro car-

neiros por forragem, sendo que o metodo utilizado na determinacgao
da digestibilidade aparente da materia seca foi a coleta total de
fezes. Os consumos observados foram de 38,68 e 17,25 g/UTM.d, para

os fenos de 'Napier' e capim gordura I, sendo que os respectivos coe
ficientes de digestibilidade aparente da mat@ria seca foram 58,37 e

34,497, com coeficientes de variagao de 2,807 e 1.1.,16!87
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0 ensaio "in vitro" foi conduzido com os fenos ja descritos,
os de scja (GLycdine jfavandica, Lin) e capim gordura, denominado capim
gordura II, com coeficientes de digestibilidade aparente da materia
seca de 60,707 e 60,00%, determinadas em outrocs laboratorios. Foi uti
lizado o metodo de TILLEY e TERRY (47), sendo computados cinco roda-
das para a analise estatistica. Os coeficientes de digestibilidade
"in vitro" da matéria seca variaram desde 75,07% para o feno de 'Na-
pier' e 41,367 para o feno denominado capim gordura II. Foram obser-
vados ainda, diferengas significativas para as forragens (P< 0,05) ,
para rodadas (P<0,05) e para a interacao rodadas x forragens (P< 0,05).

A equagao de regressao que melhor representou os dados "in vi
vo" e "in vitro" foi ¥ = 4,72 + 0,79X, com um erro padrao da estima-

tiva de 6,85 e um coeficiente de correlagcao de 0,90.



7. SUMMARY

The aim of this study was to adapt an "in vitro" digestibili
ty method to be used at the Animal Nutrition Laboratory of the Esco-
la Superior de Agricultura de Lavras. For this, two tests were carry

out, one "in vivo" and the other "in vitro".

Hays of elephant grass variety 'Napier' (Pennisetum purpureun,
Schum), with 40 days oflgrowth and molasse-grass hay (Melinis minuti -
gfora, Besuw) named molasse-grass hay 'I', prepared with grass after
bloom, were used for the first test. The test were performed with
four mature wethers for each hay, and the method used for the deter-
mination, of the apparent digestibility of the dry matter was base
on total faecal. The values observed for intake were 38.68 and 17.85
g/w0’75 collection.day for the 'Napier' hay and molasse grass I res-
pectively and the apparent digestibility coefficient of the dry ma -
tter were 58.37 and 34.497 respectively with a coefficient to varia-

tidlon of. 2.87% and 11.,68%.

The "in vitro" tests were carried out with the above mention
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ed hays, soybean hays (GLycine javanica, Lin) and molasses grass .
named molasse grass 1I, with coefficients of apparent digestibility

of the dry matter of 60.70%Z and 60.007 determinated in others labora

tories. The Tilley and Terry method (47) was used, taking into
account five runs for the statistical analysis. The coefficient of
digestibility of the dry matter "in vitro" ranged from 41.367% for

the molasse grass II to 75.07% for the 'Napier' hay. Significant di-
fferences were observed for the hays (P<0,05) and for the interac -
tion between runs and hays (P < 0,05).

The regression equation that best represented the data " in

vivo'" and “in vitro' was : Y= 4.72 #+ 0,.79X, with a standard erxor of

the estimate of 6.85 and a correlation coefficient of 0.90.
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APENDICE

A metodologia seguida no ensaio "in vitro" foi a seguinte:

1. Materiais

1.1. Vidros com capacidade de 100 ml de cor ambar.

1.2, Tampas de borrachas para os vidros, providas com vé}
vulas de Bunsen.

1.3. Papel de filtro quantitativos.

1.4. Funil de porcelana proprio para filtrar com papel de
filtro.

1.5. Kitasato de 2000 ml.

1.6. Erlenmeyer de 250 ml com tampa para transportar ino-
cul o

1+7+ Caixa de idisopoxr.

1.8, Pipetas graduadas de 1 a 10 ml.

1.9. Pipeta volum&trica de 50 ml,

1.10 La de vidro.

1.11 Balao de CO, com valvula de redugao e tubos proprios

para distribuigao do gas.
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2., Reagentes
2.1. Solugao tampao (saliva artificial de McDougall):

Sao requeridos 40 ml por amostra :

NaHCO3 9,80 g/1
N3, HPO,. 7H0 700 gl
KC1 051 g/l
NaCl 0,47 g/l
MgS0O, - 7H20 0,12 g/d

2.2. Solugao de C1l;Ca a 4% (p/iv)

Sao regueridos 1,0 ml por litro de saliva.

Dissolver 4 g de Cl, em 100 ml de agua destilada.

A solugao de Cl;Ca deve ser adicionada aos demais com-
ponentes da saliva, pouco antes de ser usada para evitar a precipita

gao de fosfato de calcio, que & incoluvel, nestas condigoes.

2i e H e a s SIS (e i)

Sao requeridos 6 ml por amostra.

Dilui 200 ml de HCl concentrado para um litro.

2.%, Pepsina a 10Z (p/w)

Sao requeridos 10 ml por amostra.

Adicionar 100 g de pepsina 1:1000 Ul a um litro de agua

destilada.
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3, Preparo dg .substrato

As forragens a serem digeridas devem ser secas ao ar e
moidas em peneira de 1 mm. Amostras representativas sao guardadas em
vidros hermeticamente fechados, que permitam uma facil remocgao das

aliquotas, no momento desejado.

4. Inoculo
4.1. Dieta dos animais doadores

A fim de diminuir possiveis diferentes devidos a variagoes
individirais dos animais entre rodadas, usou-se dois animais equipa -
dos com fistula de rumen. Os mesmos foram alimentados com silagem de
milho a vontade, suplementados com 1,0 kg de farelo de soja para ca-
da 500 kg de pv, e 50 g de sal mineralizado fornecido duas vezes ao

diay 73007 16230 horasi
4.2. Preparo do inoculo
Sao requeridos 10 ml por amostra.

0 fluido foi coletado duas horas apos os animais terem re

cebido o suplemento protéeico e mineral da manha.

Removia-se o conteudo da parte central do rimen e expri -
mia-se atraves de duas camadas de tecido poroso, coletando o fluido
em Erlemmeyer, preyiamente aquecido a 39 OC, e gaseificado com CO, ,
imediatamente transportado ao laboratorio em banho-maria a 39-40 °c

onde foi gaseificado, por borbulhamento, com CO, por mais ou menos

cinco minutos.
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Sempre sob atmosfera de CO;, foi novamente Eiltrado pox qua~=
tro camadas de tecido poroso e uma camada de la de vidro, dosado em
bureta e transferido para o recipiente que continha a saliva artifi-

g ; o
cial saturada com CO,, ja em banho-maria a 39 °C.

5. Procedimento
5.1. Pesagem das amostras

No dia anterior ao inicio da incubagao foram pesadas amos
tras de aproximadamente 0,5 gramas das forragens, em vidros de 100ml.
Preparava-se uma quantidade suficiente de saliva artificial, que era

guardada ate o dia seguinte a temperatura ambiente.

Duas horas antes do inicio da incubagao adicionava-se 2ml
de agua destilada a cada um dos vidros, inclusive aos brancos ( um
para cada cinco amostras). Levava-se a saliva artificial ao bhanho -
maria a 39°C, borbulhava-se com CO, até um pH de 6,9-7,0, apts o que,

adicionava-se CaCl, a 4%, 1 ml por litro.

Uma vez preparado o indoculo como foi descrito, este foi .
adicionado a saliva artificial acrescida do CaCl, e ja saturada com
CO, na proporgao de 1:4 (v/v). Com o intuito ¢ eliminar o ar tanto

quanto possivel, o mesmo era borbulhado com CO; por mais 8-10 minutos.

Distribui-se o meio (50 ml por amostra) nos vidros conten
do as forragens e nos brancos, ao acaso, utilizando-se Pipeta de 50
ml. Os vidros foram previamente aquecidos a temperatura de 39 °c e
retirado o ar com corrente de CO, durante 15 segundos. Durante toda

a operagao era mantida uma atmosfera de CO,, tomando-se o cuidado de

nao permitir o borbulhamento do CO, no meio.



SHTis

Imediatamente a distribuiggo, os vidros eram fechados com
tampao de borracha provido de valvulas de Bunsen e transferidos ao

. o : :
banho-maria, 39 C, inclusive os brancos.

Duas ou tres vezes por dia, os vidros eram agitados com
. . - g
movimentos circulares e suaves, a fim de que todas as particulas da

amostra entrassem em contato com o meio.

Apos 48 horas de incubagao, removiam-se as tampas levando
. -~
-as pars remover as particulas por ventura aderidas, usando-se um mi

nimo de agua destilada e determinava-se o pH.

Acidificava-se o meio com 6 ml de HCl a 20% parceladamen-
te para evitar—-se a formagEO de espuma em excesso, que pode levar a

perda de amostra. O pH do meio deve ficar em torno de 1-2 unidades

de pH.
Adicionava-se 10 ml de pepsina (1:1000) a 107, tampava-se
: _ : o 7
novamente os vidros e reétornavam ao banho-maria a 39 °C. Agitava- se
os vidros duas ou tres vezes por dia, com movimentos circulares e
suaves.

Apos 48 horas de incubagao, o conteiudo dos vidros foi fil
trado ccm papel de filtro quantitativo, previamente secos e pesados,

eram dobrados de forma a nao perder-se amostra e secos em estufa ,

(o]

105 "C, ate peso constante. Quando eram levados a temperatura ambien

te em cissecador e novamente pesados.,
5.2+ Caleulos
5.2.1., Pesos que devem ser registrados

a. Peso da amostra



b, Materia
c. Peso do
d. Peso de

branco)

Materia sec

MS inicial

Matéria seca do branco

MS branco =

Materia sec

MS residual

58

seca da amostra (%)

papel de filtro seco

papel de filtro + residuo seco (inclusive

a iniecial

Al % ab

100

d ~— @&

a residual

=l d=="c¢

Digestibilidade de materia seca

DIVMS(Z) =

M. S indicaal

~(MS residual-MS branco;x 100

MS inicial



-

RPEAAN S 2 e e

Ly

»

NP






