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“Niio sei

Por quanto tempo ainda

Hei de esperar

Se o0s sonhos pelo caminho

Vo se apagar

Quantas pedras, buracos ainda
Eu vou encontrar

Talvez

Tenhamos um caminho paralelo a trilhar
Enguanto a via principal interrompida estad
Ja que a vida é como a Terra

E permanece a girar”

Cristovio Couto (2005)
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Nos momentos mais dificeis, turbulentos de sua vida.

Saiba que existird
Sempre alguém a olhar por vocé.

Tenha fé e forga,
Que o Senhor estd contigo.
E nunca vai te abandonar,
Pois sua misericordia é infinita”.

Cristovdo Couto (2005)
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RESUMO

O desenvolvimento de novos indicadores e o aprimend na utilizacdo dos existentes,
constitui tema de grande interesse nos estudosutiedo animal. Dessa forma, varios
estudos foram realizados com vistas a avaliacdmdieadores de digestibilidade total,
parcial, cinética e sintese protéica microbianaestundos com bovinos. No primeiro estudo
0 objetivo foi avaliar as estimativas de producécaf e digestibilidade em bovinos por
meio de diferentes indicadores (LBENANOLIPE® e CpOs). Para tanto, foram
realizados dois experimentos. O experimento 1 eptes como foco a avaliacdo de
diferentes periodos de coleta de fezes sobre &watisas do indicador LIPE No
experimento 2, o objetivo central do estudo foivaliacdo do tempo de adaptacéo
necessario para o indicador NANOLI(PEtingir equilibrio de excrecdo. O Ox
superestimou a producao fecal e, consequentensertestimou a digestibilidade nos dois
ensaios. Os indicadores externos LTRE NANOLIPE® permitiram estimar a producéo
fecal e a digestibilidade de maneira acurada. @poto de utilizacdo do indicador LIBE
pode ser alterado para apenas trés dias de caderéds. O protocolo a ser empregado
para utilizacdo do NANOLIPE podera ser de dois dias de fornecimento do indicad
seguido de unico dia de coleta, com amostragent éacajuatro pontos equidistantes ao
longo do dia. No segundo estudo buscou-se mensucansumo e as digestibilidades
parcial e total dos nutrientes em novilhas subrastid dietas baseadas em diferentes
volumosos (silagem de milho, cana-de-acUcar e fdmndifton), e concomitantemente,
avaliar a utilizacdo do LIPEcomo indicador em estudos de digestibilidade phmin
comparagao com a MSi e FDNi. As dietas influencrai@ consumo de nutrientes das
fracbes CNF e FDNi proveniente da fracdo volumasadigestibilidades aparentes totais
da PB, FDN e CNF e as digestibilidades ruminaltestmal da fragdo CNF. O ramen foi o
principal local de digestdo da FDN, CT e CNF. A FBbperestimou os fluxos omasais,
conduzindo a subestimativas da digestibilidade maimie superestimativas da
digestibilidade intestinal. Os indicadores LfP& MSi podem ser utilizados em estudos de
digestibilidade parcial, com destaque para o priopeem virtude da maior preciséo e
maior praticidade de aplicacédo. O terceiro estymesentou como objetivo a quantificacéo
da sintese protéica microbiana, a partir do aciggsdiaminopimélico (DAPA), em
novilhas submetidas a dietas com diferentes volom¢silagem de milho, cana-de-agucar
e feno de tifton). O fluxo de compostos nitrogersadssim como a eficiéncia de sintese
protéica microbiana mostrou-se semelhante entrdietas avaliadas. O quarto estudo
objetivou avaliar a cinética de passagem, a padaticomparacao da técnica de indicadores
e da técnica de esvaziamento ruminal em novilhiaseatadas com as mesmas fontes
volumosas do segundo e terceiro estudos. A cindgcpassagem de fluidos e particulas
nao foi afetada pelas dietas. O indicador Co-EDiipesestimou o volume ruminal. Dessa
forma, em estudos que contemplem o esvaziamentmalia obtencdo desse parametro
deve ser feita a partir dessa técnica. A técnicandimador ndo pode ser eliminada dos
ensaios de cinética de passagem de fluidos, umquesgua utilizacdo é imprescindivel na
obtencdo dos demais parametros neste tipo de estudmmética de passagem quando
avaliada pela técnica de esvaziamento ruminal Ipiissium estudo especifico para cada
fracdo do alimento, bem como do conteudo, volumpeses da digesta ruminal, permitindo
um entendimento integrado dos fatores relacionadosos efeitos de enchimento.

Palavras-chave: LIPE®, NANOLIPE®, Indicadores internos, DAPA, Esvaziamento
Ruminal, Volumosos



ABSTRACT

The development of new markers and improvemeritaruse of existing ones, is a topic of
great interest in studies of animal nutrition. Thgsveral trials were performed for
evaluation of markers of total digestion, partiahetics and microbial protein synthesis in
cattle. In the first study, the objective was t@lenate the estimates of fecal output and
digestibility in cattle using different markers RE®, NANOLIPE® and CpOs). To this
end, two experiments were conducted. The experirhdrd#d a focus on the evaluation of
different fecal collection periods on estimatests marker LIPE. In experiment 2, the
central objective was to evaluate the adaptatiore tiequired to NANOLIPE reach the
steady state. The &3 overestimated the fecal output, and therefore wstienated
digestibility in both experiments. The external keas LIPE® and NANOLIPE® allowed

to estimate fecal output and digestibility accusatd@he protocol for use of the marker
LIPE® can be changed to only three days of fecal cadlecfThe protocol to be employed
in use of the marker NANOLIPEmay be of two days administration with single day
sampling fecal in four equidistant points throughthe day. In the second study sought to
measure the intake and total and partial digegyitof nutrients in heifers fed with diets
based on different forages (corn silage, sugar eadketifton hay), and concomitantly, to
evaluate the use of the LIBE&s marker of partial digestion compared with &liand
INDF. Diets affect nutrient intake fractions NFCdarNDF from the forages, the total
digestibilities of CP, NDF, and NFC and ruminal aimdestinal digestibility of NFC
fraction. The rumen was the main site of digesitdriNDF, NFC and CT. The iNDF
overestimated flows omasal, leading to underestimabf ruminal digestibility and
overestimation of intestinal digestibility. The rkars LIPE® and iDM can be used in
studies of partial digestion, especially the fichie to greater precision and practicality of
application. The third study had the objective abutifying microbial protein synthesis
from 2,6-diaminopimelic acid (DAPA) in heifers fedth diets based on different forages
(corn silage, sugar cane and tifton hay). The ftdwitrogen compounds as well as the
efficiency of microbial protein synthesis was samilbetween diets evaluated. The
objective fourth study was to evaluate the kineti€gassage, from the comparison of
technical markers and ruminal emptying techniqubkeifers fed the same sources forages
of the second and third studies. The kinetics &fspge of fluid and particles was not
affected by diets. The marker Co-EDTA overestimatadinal volume. Thus, in studies
that address the rumen emptying measuring thisnmea should be made from this
technique. The technique of the marker can’t beoresd of trials passage of fluid kinetics,
considering that its use is essential for obtainiregother parameters in this type of study.
The kinetics of passage as measured by ruminal yemgptechnique allows a specific
study for each fraction of the food as well as tbatent, volume and weight of rumen
digesta, allowing an integrated understanding efféittors related to the effects of filling.

Key words: LIPE®, NANOLIPE®, Internal markers, DAPA, Ruminal emptying, Forages



INTRODUGCAO GERAL

A digestibilidade apresenta grande valor praticoumaicdo animal, tendo em vista
que a digestdo incompleta normalmente represemtia pe processo de utilizacdo da
energia consumida. A digestibilidade aparente dealimento ou dieta compreende a
fracdo ingerida que € aparentemente absorvida t@uran passagem pelo trato
gastrintestinal. Entretanto, para obtencdo dessenadro, € necessaria a quantificacdo da
fracdo ndo degradavel ou indigestivel em relagdieta consumida.

Tal procedimento além de muito trabalhoso, torn&ms&vel em experimentos
com animais em sistema de pastejo ou até mesmo sime de confinamento, quando
nao se detém mao-de-obra suficiente para tal. tante outras metodologias podem ser
utilizadas alternativamente com o mesmo propositodentre elas, a técnica de
indicadores. Indicadores sdo compostos utilizadwa monitorar a hidrélise e sintese de
compostos, assim como a cinética de passagem datali¢Owens & Hanson, 1992)
parcialmente, ou por todo o trato gastrintestipgpmovendo estimativas qualitativas ou
quantitativas do metabolismo animal (Saliba, 1998).uso de indicadores além de
viabilizar a realizacdo de estudos que néo seri@gsipeis convencionalmente, minimiza
a interferéncia nos padrbes de comportamento animal

Algumas propriedades fundamentais devem ser levadasonsideracéo para que
um indicador seja considerado ideal. Nenhum indicadntretanto, preenche todos os
requisitos necessarios e, por esta razao, a prdeunadicadores ideais constitui um dos
assuntos de grande interesse nas pesquisas dedausmimal. Com este propésito,
iniciou-se em meados da década de 90 no DepartangenZootecnia da Escola de
Veterinaria da UFMG uma série de pesquisas corasvsb desenvolvimento de um novo
um indicador. Nos primeiros estudos, a ligninaadal das palhas de milho e soja foi
testada por Saliba (1998) e Saliba et al. (1998a¥trando-se indigestivel. Apesar disso,
seu isolamento para utilizagdo como indicador régustificava, pois a mesma nao se
destacou em relacdo aos indicadores comumentzadils.

A partir de entdo, novas fontes foram estudadas isatamento da lignina. Em
2002, esses mesmos pesquisadores comecaram ddrahamolécula da lignina, no
sentido de otimizar a sua determinagao nas featibaSet al. (2003a) isolaram a lignina
da madeira ddeucalyptus grandise a enrigueceram com grupamentos fendlicos néo

comumente encontrados na lignina da dieta animsde Hrabalho deu origem a um
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hidroxifenilpropano modificado e enriquecido denoatio LIPE, um indicador externo
de digestibilidade. O LIPE foi inicialmente utilizado num estudo com coelhos.
Posteriormente, uma série de experimentos foi coddiwcom diferentes espécies: ovinos,
aves, suinos, equinos e bovinos. As estimativaprdducdo fecal e digestibilidade
revelaram a sua eficiéncia como indicador extennma vez que, ndo apresentou
diferencas em relacdo a coleta total. Além dispoesentou as vantagens de um curto
periodo de adaptacéo, auséncia de variacdo dalém,do baixo custo.

Com o advento da nanotecnologia, foi entdo deseilopor esse mesmo Grupo
de Pesquisa um indicador com as caractetisticaklRB®, porém com propriedades
nanométricas. Os materiais fabricados ou constsuén nanoescala tém propriedades
Gnicas e se comportam de forma diferente da maténaencional e, isso se deve aos
“efeitos quanticos”. Desse modo, podemos perceberagnanotecnologia ndo € apenas a
busca de se conseguir usar particulas ou materraiam tamanho infinitamente menor do
gue o convencional, uma vez que, reduzindo o tamdok materiais, eles podem adquirir
novas propriedades, como condutividade elétricapmmasisténcia ou reatividade, além
de maior velocidade de dispersdo no trato gasstined. Dentre estas propriedades,
ressaltamos aquelas relacionadas ao metabolismde anrapida dispersao podera
proporcionar uma melhor homogeneizacdo do mateaaligesta e, assim, permitir um
equilibrio de excrecdo mais rapido. Foi desenvolvehtdo, com esse conceito o
NANOLIPE®.

Tao importantes quanto os estudos de digestibéidemtal sdo as pesquisas
relacionadas a particdo da digestdo. Nos estudagdstibilidade parcial, a mensuracao
da quantidade e da composicdo da digesta que passdiferentes pontos do trato
gastrintestinal constituem importante informaca@aedizer a absor¢cao de nutrientes em
locais especificos. Como o processo de digestadounaigantes é o resultado da sequéncia
de eventos que ocorrem em diferentes segmentasitdo @ local de digestao influencia a
natureza dos produtos finais absorvidos, a extemsfio que as perdas ocorrem e,
provavelmente, a resposta produtiva do animal (Marcet al., 1997). As informacdes
obtidas com esses estudos séo utilizadas em sss@enaxigéncias nutricionais como o
National Research Council (NRC, 2001). Desta formalhorar a acuracia das técnicas
utilizadas para a obtencéo desses dados redua napredicdo de exigéncias nutricionais

e torna mais eficiente a utilizacdo dos nutrieptdes animais.
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Com vistas a quantificacdo e determinagdo da caggmsla digesta ao longo do
trato gastrintestinal em estudos de digestibilidzateial, os indicadores também se fazem
necessario0s indicadores séo classificados como externogydguadicionados a dieta
ou fornecidos via oral ou ruminal aos animais erims, representados pelas fracdes
indigestiveis dos alimentos, geralmente uma fragdoparede celular. Os Ultimos,
apresentam a vantagem de ja estarem presentegsmamtal, ndo requererem preparacao
especial (Berchielli et al. 1998; Saliba, 1998)Jemodo geral, permanecerem distribuidos
na digesta durante o processo de digestao e erdifeig@gio et al., 1991).

Dentre os indicadores internos, destacam-se adibrdetergente 4cido indigestivel
(FDAI), a fibra em detergente neutro indigestieDi). Dentre os indicadores externos,
destacam-se o Oxido crémico §{Og) e o dioxido de titanio (Tig), que vém sendo
bastante utilizado nos ultimos anos. Dos indicaslesd¢ernos, o mais utilizado é o 6xido
crdmico. Sua utilizacdo € bastante difundida tame ensaios de digestibilidade total
como parcial. Apesar da grande variacdo de resmdtéldreitas et al., 2002), seu uso €&

estimulado, principalmente, pelo baixo custo eiaaaklativamente facil (Merchen, 1993).

Quanto aos indicadores internos, as fibras indiggistsdo as mais utilizadas, destacando
se as fragBes quimicas fibra em detergente nendigeistivel (FDNi) e fibra em detergente
acido indigestivel (FDAI) (Penning & Johnson, 198®chran et al., 1986; Casali, 2008) e
a fracdo fisica matéria seca indigestivel (MSi) l{tdnen et al., 1994; Detmann et al.,
2001).

Embora a utilizacdo de indicadores nos ensaiosigkstitbilidade total e parcial
seja muito discutida, até o momento, ndo foi emadiat nenhuma substancia com
caracteristicas de indicador ideal. Por esta raagwocura de melhores indicadores e o
aprimoramento na utilizacdo daqueles que ja existmstitui um dos assuntos de grande
interesse nos estudos de nutricdo animal.

Aliado aos ensaios de digestibilidade, a quariiio da proteina microbiana que
chega ao duodeno constitui ponto de grande relevamms estudos metabdlicos com
ruminantes. A proteina microbiana responde, em anépor 60% dos aminoacidos
absorvidos no intestino e sua digestibilidade tmak € de cerca de 80%. A sua
composicao € relativamente constante e independa®rdposicdo protéica ingerida pelo
animal. Todos os aminoacidos, incluindo os amirt#cessenciais, estdo presentes na sua

composicdo em uma proporcdo muito proxima da id€ain este proposito, varios
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indicadores microbianos tém sido utilizados, cadaaom suas vantagens e limitagdes.
Esses indicadores classificam-se em internos (&j@aliaminopimélico (DAPA), bases
purinas, D-alanina), quando fazem parte da coigituda célula microbiana, externos
(**N, **s e**P) quando sdo administrados aos animais para jara gecorporados pelos
microrganismos ruminais e os metabdlicos (derivatgpurina), que sdo moléculas ou
substancias formadas, a partir, do metabolismattas

Dentre esses indicadores, o acido 2,6-diaminommé@APA) destaca-se por fazer
parte da parede celular bacteriana, ndo requisitisrdecimento e tempo para equilibrio
de excrecdo. Por estas vantagens foi amplametizadd no passado, inclusive no Brasil.
A sua quantificacdo laboratorial, no entanto, ealizada por cromatografia classica. A
metodologia de analise por apresentar uma sémtag@s acumulava muitos erros e, além
disso, era muito laboriosa, demandando grande tedepérabalho, caindo assim, em
desuso. Dai a importancia de desenvolvimento de tégrdaca de analise mais simples,
pratica e acurada.

Somamdo-se aos ensaios de digestibilidade totglancial e a quantificacdo do
fluxo microbiano, o entendimento da cinética despgem também ocupa destaque nas
pesquisas que tem por finalidade o entendimentopdosesso metabdlicos do animal
ruminante. No entanto, neste tipo de estudo ossdado mensurados por analise da
excrecao fecal de indicadores aplicados em forsageactas e dose pulso. Embora esses
dados possam ser Uteis para avaliar diferencavaslantre tratamentos, ndo permitem
predizer a digestibilidade das fracbes do alimeigtm € problematico em virtude da
diferenca na degradabilidade das fracdes e tamdehmarticulas, fator este responséavel
por diferencas na taxa de passagem para as véaigde$ do alimento. Portanto, os
indicadores externos mordantados ndo podem seosipata mensurar taxas de passagem
das diferentes fracdes do alimento. Dessa fornimisaa por novas técnicas que possam
mensurar a cinética de passagem intrinsecamemteiaehda a cada fragdo do alimento
deve constitui interesse de extrema importancia.

Diante de todo o0 exposto, os objetivos deste tinabfairam:

» Avaliar as estimativas de producéao fecal e stiggidade para bovinos leiteiros
atraves de diferentes indicadores;

« Avaliar o tempo de adaptacdo necessario paralicador NANOLIPE atingir

equilibrio de excrecéo e valida-lo, a partir de pamacdes com o método de coleta total;
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* Avaliar a utilizagdo de diferentes periodos deeta de fezes sobre as estimativas
do indicador LIPE;

» Avaliar o consumo e as digestibilidades parciabtal de diferentes volumosos
atraveés de ensaio de digestibilidade “in vivo”;

» Comparar as estimativas de fluxo omasal, digédibes ruminal e intestinal de
dietas obtidas por diferentes indicadores;

« Validar o LIPE como indicador em estudos de digestibilidade plarcia

e Separar e quantificar o &acido 2,6-diaminopineéli(DAPA) usando a
cromatografia liquida de de alta eficiéncia concdrdnica.

* Mensurar o fluxo de nitrogénio microbiano omasam como a eficiéncia de
sintese em novilhas submetidas a dietas com dié=renlumosos.

» Estudar a cinética de passagem em novilhas gidasei dietas com diferentes
volumosos através da técnica de indicadores, remiada pela fiora mordantada com

cromo, e da técnica de esvaziamento ruminal.
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Capitulo 1 — Revisao de Literatura

1.1 Indicadores em estudos de nutricdo animal

Para uma completa avaliacdo do valor nutritivo déimentos, além da sua
composicdo quimica, os efeitos dos processos dsupmn e digestdo devem ser
considerados, uma vez que, tais parametros castitlois dos principais determinantes
da qualidade desse alimento.

Nas avaliacdes de consumo e digestibilidade, rememtvarias técnicas podem ser
utilizadas alternativamente aos ensaios conveneioaa dentre elas, o método de
indicadores. Essa metodologia foi desenvolvida @mgdo do inconveniente e, em alguns
casos da impossibilidade, de se realizar a coldtstab de fezes e controle da ingestao
diarios, comumente realizados nos estudos tradigdiPenning & Johnson 1983; Lippke
et al., 1986; Ferret et al. 1999).

O método dos indicadores apresenta vantagens, godesida simplicidade,
conveniéncia de utilizacdo, e, além disso, minimézanterferéncia nos padrdes de
comportamento animal. Esse método pode proporciamala, informacdes adicionais,
incluindo-se a producéo fecal, a taxa de passagedigésta por diferentes segmentos do
trato gastrintestinal, bem como a digestibilidadecial do alimento, dieta ou nutriente
especifico nestes mesmos segmentos.

Indicadores sdo compostos de referéncia usadosmmar@orar aspectos quimicos
(como a hidrélise e sintese de compostos) e fisiaatigestdo (como a taxa de passagem)
(Owens e Hanson, 1992), promovendo estimativasitgiids ou quantitativas do
metabolismo animal (Saliba, 1998).

Os indicadores sao classificados como externosydguadicionados a dieta ou
fornecidos via oral ou ruminal aos animais e irdernrepresentados pelas fragbes
indigestiveis dos alimentos, geralmente uma fraddigparede celular. Os indicadores
internos apresentam a vantagem de ja estarem fgesen alimento, ndo requererem
preparacao especial (Berchielli et al. 1998; Salll$®8) e, de modo geral, permanecerem
distribuidos na digesta durante o processo detdigesexcre¢do (Piaggio et al., 1991).

Para que um indicador seja considerado ideal, dessuir algumas propriedades
fundamentais, dentre elas, ser inerte, ndo toxido,ter funcao fisioldgica, ndo deve ser

absorvido ou metabolizado, ndo deve afetar a po@olamicrobiana do trato
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gastrintestinal, deve misturar-se bem ao alimemermanecer uniformemente distribuido
na digesta, deve fluir paralelamente ou ser fisaramsimilar ou se associar intimamente
com o material a ser avaliado, aléem de ser compbite recuperavel e possuir um
método de quantificacdo sensivel, pratico e pregbityes et al., 1986; Owens & Hanson,
1992; Huhtanen et al., 1995, Saliba, 1998, Valad&itho, 2009). Nenhum indicador,

entretanto, preenche todos estes requisitos eegiar razdo, a procura de indicadores

ideais constitui um dos assuntos de grande interesspesquisas de nutricdo animal.

1.1.1 LIPE® - Um breve histérico e novas perpectivas frente anotecnologia

Com o proposito de desenvolver um novo indicaduigidau-se em meados da
década de 1990 no Departamento de Zootecnia ddabEded/eterinaria da UFMG uma
série de pesquisas. Nos primeiros estudos, a eigeolada das palhas de milho e soja foi
testada por Saliba (1998) e Saliba et al. (1999ktrando-se indigestivel. Apesar disso,
seu isolamento para utilizacdo como indicador régustificava, pois a mesma nao se
destacou em relacdo aos indicadores comumentzadil.

A partir de entdo, novas fontes foram estudadas isatamento da lignina. Em
2002, esses mesmos pesquisadores comecaram ddrabamolécula da lignina, no
sentido de otimizar a sua determinacéo nas featibaSt al. (2003) isolaram a lignina da
madeira doEucalyptus grandise a enriqueceram com grupamentos fendlicos né&o
comumente encontrados na lignina da dieta animsde Hrabalho deu origem a um
hidroxifenilpropano modificado e enriquecido denoatio LIPE®, um indicador externo
de digestibilidade.

Saliba et al. (2004) caracterizaram a composicéatasal do LIPE antes e apds a
sua passagem pelo trato-gastrointestinal de oenasificaram que as amostras da lignina
fecal mostraram espectros similares aos do EIREavés deste experimento demonstrou-
se que este indicador passou pelo trato gastromdesem ser digerido e absorvido, sendo
totalmente recuperado nas fezes. Com o auxilio ideostopia eletrénica de varredura
pdde-se observar a integridade ultraestrutural alongro recuperado nas fezes e que o
LIPE® assemelha-se as ligninas de madeiras duras. &stefos revelaram que o LIPE
apresenta propriedades fisico-quimicas bastant&veest e uma grande consisténcia
quimico-estrutural, mostrando-se inalterado noetoajpelo trato gastrointestinal dos

animais, sendo totalmente recuperado nas fezeas [Esracteristicas sugeriram que o
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produto poderia ser usado como indicador externe&ndos de digestibilidade de forma
confiavel.

O LIPE® foi inicialmente utilizado num estudo com coelhBssteriormente, uma
série de experimentos foi conduzida com difereespgcies: ovinos, aves, suinos, equinos
e bovinos. As estimativas de producéo fecal e tigkdade revelaram a sua eficiéncia
como indicador externo, uma vez que, ndo apresdifenencas em relacdo a coleta total.
Além disso, apresentou as vantagens de um curfodpede adaptacdo, além do baixo
custo. Hoje, este indicador ja é amplamente utibz& consolidado em estudos de
digestibilidade total, pois fornece estimativascimas (Saliba, 2005). Além disso, ndo
apresenta variacdo diurna de excrecdo nas fezesibpitando o fornecimento e
amostragem das fezes uma vez ao dia (Rodriguéz 2006).

Frente aos bons resultados obtidos com esse imdicad o advento da
nanotecnologia, foi entdo desenvolvido por essemad&srupo de Pesquisa um indicador
com as caractetisticas do LfPE porém com propriedades nanométricas. A
nanotecnologia € bastante abrangente e englobaasnaditeas de pesquisa e de
manipulacdo de tecnologias em escala nanométriman&dhémetro (nm) € a bilionésima
parte de um metro, ou uma milionésima parte de ulfmatro. Portanto, a palavra refere-
se a coisas extremamente pequenas, invisivei®aialh

Os materiais fabricados ou construidos em nanaes$@al propriedades Unicas e
se comportam de forma diferente da matéria congeatie, isso se deve aos “efeitos
quanticos”. Desse modo, podemos perceber que @etantogia ndo € apenas a busca de
se conseguir usar particulas ou materiais em urartaminfinitamente menor do que o
convencional, uma vez que, reduzindo o tamanhondateriais, eles podem adquirir
novas propriedades, como condutividade elétricapmrasisténcia ou reatividade, além
de maior velocidade de dispersdo no trato gasstined. Dentre estas propriedades,
ressaltamos aquelas relacionadas ao metabolismrde anrépida dispersao podera
proporcionar uma melhor homogeneizacdo do mateaaligesta e, assim, permitir um
equilibrio de excrecé&o mais rapido.

Quando o Governo Federal langcou o primeiro editalarea da Nanociéncia e
Nanotecnologia, em 2001, a nanotecnologia comecotomnaar uma forma mais
institucionalizada no Brasil. A pesquisa e 0 desbmmento das nanotecnologias por

industrias e instituicbes académicas, desde ebnt&uaram o desenvolvimento de patentes
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de novos materiais, dispositivos e processos deégdio nanotecnologicos. O niumero de
empresas e universidades com pesquisas na argade fdesenvolver tecnologicamente
produtos presentes no dia-a-dia se tornou cadanaézcrescente, ano apos ano. Foi entdo
que o referido grupo de pesquisadores da Univetsideederal de Minas Gerais que
apresenta como principal linha de pesquisa o udesenvolvimento de indicadores em
estudos de nutricdo animal teve a idéia de desesvaim indicador com caracteristicas
nanométricas. Foi desenvolvido entdo, com esseeiton@ NANOLIPE. Para que a
utilizacdo desse indicador, no entanto, possa akdada, o mesmo deve sempre ser
comparado com um padréo, que no caso da digedtithd] € a coleta total de fezes. Neste
tipo de estudo, devem ser também avaliadas a negfmefecal, e possiveis variacdes no

fluxo de excrecéo ao longo do dia.

1.2 Indicadores Microbianos

Devido a importancia da proteina microbiana parmeiabolismo protéico dos
ruminantes, a quantificacdo do seu fluxo sob difiexecondicdes dietéticas e fisiologicas é
fundamental para o atendimento dos requisitos eimac@tidos no intestino. Com este
propésito, varios indicadores microbianos tém siddizados, cada um com suas
vantagens e limitacdes.

Segundo Broderick & Merchen (1992), um indicaddeal deve cumprir os
seguintes requisitos: ser de facil determinacaocuantificacdo, ndo estar presente na
constituicdo dos alimentos oferecidos aos animsaisdistribuido de maneira uniforme em
todas as espécies microbianas ruminais e ser alognte estavel. Dehority (1995)
apresenta outros trés requisitos: ndo ser absonadtato digestivo, apresentar relacao
constante nos microrganismos ruminais em todaas#s fdo seu crescimento e que todas
as suas formas, livres ou formando parte das &éintactas de microrganismos ruminais
ou de alguma de suas unidades apresentem o mesnwode transito através do trato
digestivo. Indubtavelmente, nenhum dos indicadatéso momento cumpre todos esses
requisitos (Broderick & Merchen, 1992; Obispo e Dty (1999).

Os indicadores microbianos classificam-se em grégpos: internos, externos e
metabdlicos. Os indicadores internos sdo aquelesagem parte da constituicdo da célula
microbiana e, por isso, ndo necessitam ser admadeg aos animais experimentais.

Dentre os indicadores internos podemos citar akoaaiucléicos (DNA e RNA), as bases
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purinas, D-alanina, &cido aminoetilfosfénico (AE®Rcido 2,6-diaminopimélico (DAPA),

perfil de aminoacidos e ATP. J& os indicadoresregte sdo aqueles que devem ser
administrados aos animais para que sejam incorpsnaelos microrganismos ruminais e
passem a fazer parte da estrutura destes. O pru@eid mais empregado consiste em
realizar uma infusdo continua do indicador no rumdestes animais durante o periodo
experimental até atingir condi¢cdes de equilibrie.g@incipais indicadores externos sao o
5N, **s e *P. Finalmente, temos os indicadores metabdlicos, $fio moléculas ou

substancias formadas, a partir, do metabolismautta Dentro desta classificacdo temos
como exemplo, os derivados de purina (DP) que, & vez, sdo resultantes do

catabolismo das bases purinicas adenina e guanina €80 excretadas na urina.

1.2.1 Acido 2,6-Diaminopimélico (DAPA)

Em 1950, Work relatou a descoberta de um novo @wido, o acido 2,6-
diaminopimélico (DAPA), na bactéria gram negati@rynebacterium diphtheriae
Posteriormente, esse aminoacido foi encontrado aligopeptideos ligados aos
peptidoglicanos da parede celular bacteriana (Li8§0), ndo encontrado-se presentes, no
entanto, em todas as bactérias ruminais (QuiglegcBwab, 1988). Aléem do DAPA, o
aminoacido D-alanina e o acido muramico, tambémstdoimtes da parede celular
bacteriana, sdo compostos microbianos utilizadosdadicadores.

O DAPA foi sugerido como indicador microbiano e®53 por Synge e, desde
entdo, foi utilizado em diversos experimentos atanar a sintese de proteina microbiana
(Broderick & Merchen, 1992). A concentracdo de DAPBAde ser obtida conforme
Czerkawski (1974) e, juntamente com a mensuracdlixio duodenal, o fluxo de proteina
microbiana pode ser estimado a partir da relaga®AN microbiano. Tal proporcéo
pode, no entanto, variar entre as espécies bawsria de acordo com a dieta (Berger &
Merchen, 1984; Dufva et al.,, 1982). Purser & Buech(1966) relataram que a
concentracdo de DAPA pode variar de zero a valjuago vezes maiores que a média de
22 cepas bacterianas do rumen.

Além de ser encontrado nas bactérias, a presenDABA também foi relatada nos
alimentos e protozoarios (Dufva et al. , 1982; Thgul982; Rahnema & Theuer, 1986), o
gue pode contribuir para a variabilidade das esimmabtidas com o método. Rahnema &
Theurer (1986) relataram que a relacdo DAPA:N nioseatos comuns foi de 18 a 40%
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em relacdo aqueles encontrados em isolados deribaatéminais. Eles sugeriram que o
fluxo microbiano para o intestino deve ser corrghra a ingestdo de DAPA através da
dieta. As concentracdes de DAPA relatadas por Rahee& Theurer (1986) também
foram elevadas, sendo atribuidas somente a cordgéun bacteriana. Quanto aos
protozoarios, no entanto, estes sdo menos numenosoantetdo ruminal, mas devido ao
seu maior tamanho, podem representar parcela isgnf da biomassa microbiana do
ramen. Czerkawski (1974) relatou diferentes reladdAPA:N entre bactérias pequenas,
bactérias grandes e protozoarios, mostrando wliee7,3; 4,7; e 0,9, respectivamente.
Porém, segundo ele, a relagdo DAPA:N da misturbagéerias ruminais € relativamente
constante.

Para Czerkawski (1974) e Rahnemae & Theurer (198&paracdes ruminais de
protozoarios contém algum DAPA em parte devido ammacdo bacteriana do
protozoario durante o isolamento por centrifugag@ierencial, mas principalmente, por
causa da presenca de bactérias ndo digeridas dimstfrotozoarios, engolfadas durante a
predacao das mesmas (Hutton et. al., 1971; Colet®&%). Assim, o fluxo de DAPA para
o intestino reflete parcialmente a proteina dosogaarios. No entanto, 0s protozoarios
tém uma relacdo DAPA:N inferior as bactérias.

Hutton et al (1971) relataram teores médios de DA A bacteriano ruminal de
8,4% e 0,46%, respectivamente, com relacdo DAPA&NS®|1. Estes autores concluiram
que a contribuicdo de N bacteriano no N duodertal fmode ser estimada pelo DAPA.

Para Ling & Buttery (1978) a variacdo nas con@ites entrpoolsmicrobianos e
contaminagcdo dos alimentos ndo sdo os Unicos pnablelo DAPA. Denholme & Ling
(1989) levantaram um potencial problema com o DAEKs observaram que o DAPA
marcado com®H em bactérias gram-positivas e gram-negativas diegradado em
diferentes taxas por protozoarios e bactérias raisin vitro. Klopfenstein & Britton
(1984) relataram ainda, que bactérias fixadas laadfidas plantas ou associadas a fase
liquida também podem contribuir para a variabileldd método DAPA.

A relacdo DAPA:N varia substancialmente mesmaeeminimais recebendo a
mesma dieta, com o tempo apos a alimentacao (Lirgu&ery, 1978) e entre bactérias
associadas a fase liquida (BAL) e bactérias astacia fase soélida (BAS) (Merry &
McAllan, 1983). No entanto, muitos pesquisadorese(awski, 1974; Ling & Buttery,
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1978; Theurer, 1982; Rahnemae & Theurer, 1986)ugado o DAPA com sucesso para
determinacao da relacdo DAPA:N sob condi¢Oes efpexi
Dadosin vivo de Masson et al. (1991), apresentados na Figunao&tram que a

proporcdo de DAPA associado a célula bacterianaredatdo a concentracdo total na
digesta variou de 69%, uma hora antes da alimemta¢d 29%, cinco horas ap06s a mesma
e de 30% 12 horas ap0s a alimentacdo a 59% emra4.Hoe acordo com o estudo, o
padrdo ruminal tende a ser semelhante, porém angdp de DAPA que deixa 0 rumen
oriundo das células bacterianas intactas € vari@valitas vezes, mais da metade pode

nao ser proveniente da parede celular.

100% - — —

80% -

O outras

60% - fontes de
DAPA

EDAPA
associado a
célula

% de DAPA

40% -

20% -

0% -
-1 1 2 3 5 12 24

Tempo apods alimentacao (h)

Figura 1. Nivel do acido 2,6-diaminopimélico (DAPAj digesta duodenal associado a
parede celular bacteriana em diferentes temposapbsientacdo (Adaptado de
Masson et al., 1991)

Assim, o DAPA total que flui do rimen pode serpiteporcionalmente alto, e a
utilizacdo da relacdo DAPA:N determinado com is@ata bacteriano pode levar a uma
superestimativa da sintese de proteina bactediamg, (990).

Quigley & Schwab (1988) observaram variagao dea37/3 mg de DAPA/g de N
na bactéria ruminal, em novilhas Holandesas erdr@ @ 11 semanas de idade. Estes
autores também observaram que entre 2 e 5 semanafadk, a concentracdo de N
proveniente do DAPA foi menor, provavelmente dewadoestabelecimento incompleto da
flora bacteriana nesta idade. Encontraram aind#erdracdo média de DAPA na digesta
abomasal de 2,4 mg/g N, entre a 22 e 8% semanas,cooelacdo de 89% entre a
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concentragdo semanal de N proveniente do DAPA abaincam o inicio do consumo de
volumoso e concentrado, o que é indicativo do peride transi¢cdo, no qual o animal
torna-se efetivamente ruminante. Para Quigley &wadh (1988), a estimativa de N
bacteriano no N abomasal total pelo DAPA aumen®@3% na 22 semana de idade até o
méximo de 68% na 112 semana (Figura 2). Foi obdarcarrelacdo de 92% entre a
estimativa de DAPA e o0 aumento do consumo de vodeneoconcentrado, representando o

padrdo de desenvolvimento ruminal.
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Figura 2. Média semanal da contribuicdo de N berterno N abomasal total estimado
pelo &cido diaminopimélico (DAPA) em novilhas erire 11 semanas de idade
(Adaptado de Quigley & Schwab, 1988)

Hutton et. al. (1971) estudando ovelhas sob regiiimeentar constante por um
periodo superior a 3 meses nao observou variacéeagio DAPA:N. Uma vez que este
aminoacido é desprovido de outras fontes nitrogehadque a relacdo DAPA:N numa
amostra de bactéria ruminal é representativa dalag§o bacteriana ruminal, o uso do
DAPA como marcador de N bacteriano mostra-se adeqg{kdutton et al., 1971).
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Capitulo 2 — Validacdo do NANOLIPE® como Indicador de Digestibilidade para
Bovinos e de Menor Periodo de Coleta para o Indicad LIPE ©

2.1 Introducgéo

A digestibilidade de um alimento ou dieta é umacfinda fracéo ingerida que é
absorvida durante a passagem pelo trato gastmdkstPara determinacdo deste
parametro, a quantificacdo da fracdo indigestivghresentada pelas fezes, constitui
procedimento imprescindivel. A coleta total de $zeo entanto, além de muito
trabalhosa, torna-se impraticavel em experimentos @nimais em pastejo ou até mesmo
em confinamento, quando néo se dispde de méao-a@esakbiciente para tal.

Entretanto, outras metodologias podem ser utiligadiéernativamente com o
mesmo propodsito e, dentre elas, a técnica de ioliea. O uso de indicadores além de
viabilizar a realizacdo de estudos que ndo ser@ssipeis convencionalmente, minimiza
a interferéncia nos padrbes de comportamento aniNethum indicador, entretanto,
preenche todos os requisitos necessarios paraefpeasiderado ideal e, por esta razao,
a pesquisa de novos indicadores ou aprimoramenttlizacédo dos ja existentes constitui
assunto de grande interesse nas pesquisas déauwnignal.

Com este proposito, iniciou-se em meados da dédad20 no Departamento de
Zootecnia da Escola de Veterinaria da UFMG umaeséé pesquisas com vistas ao
desenvolvimento de um novo indicador. Apos algwtsdes iniciais, Saliba et al. (2003a)
isolaram a lignina da madeira @mcalyptus grandi® a enrigueceram com grupamentos
fendlicos ndo comumente encontrados na lignina idea canimal. Esse trabalho deu
origem a um hidroxifenilpropano modificado e endgigo denominado LIPE

Saliba et al. (2004) caracterizaram a composicéatasal do LIPE antes e apds a
sua passagem pelo trato gastrointestinal de o@mnesificaram que as amostras da lignina
fecal mostraram espectros similares aos do PIBEjue o mesmo néo foi digerido ou
absorvido durante o trajeto. Observaram ainda, @@uxilio da microscopia eletronica de
varredura, a integridade ultraestrutural do polomezcuperado nas fezes, denotando
propriedades fisico-quimicas bastante estaveis a gmande consisténcia quimico-
estrutural. Estas caracteristicas sugeriram quedufm poderia ser usado como indicador
externo em estudos de digestibilidade de formai&oeif
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O LIPE® foi inicialmente utilizado num estudo com coelhBssteriormente, uma
série de experimentos foi conduzida com difereespgcies: ovinos, aves, suinos, eqlinos
e bovinos. As estimativas de producéo fecal e tigkdade revelaram a sua eficiéncia
como indicador externo. Além disso, apresentou adagens de um curto periodo de
adaptacao, auséncia de variacao diurna de excnasafezes e baixo custo (Rodriguez et
al., 2006). Hoje, este indicador ja € amplamenilzao em estudos de digestibilidade
total, apresentado um periodo de adaptacao delidsiseguidos de cinco dias de coleta.

Frente aos bons resultados obtidos com o EIBB advento da nanotecnologia,
foi entdo desenvolvido por esse mesmo Grupo deuB@sqm indicador com as
caractetisticas do indicador supracitado, porém cpropriedades nanométricas
denominado NANOLIPE

O objetivo do presente trabalho foi avaliar asnmesiivas de producéao fecal e
digestibilidade para bovinos leiteiros através derenhtes indicadores. Para tanto, foram
realizados dois experimentos. O experimento 1 aptes como foco a avaliagdo de
diferentes periodos de coleta de fezes sobre msatisas do indicador LIPE Para o
experimento 2, o objetivo central do estudo foivaliacdo do tempo de adaptacéo

necessario para o indicador NANOLP&ingir equilibrio de excrecao.

2.2 Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos. Ambos forandeoidos nas dependéncias
da Fazenda S&o Francisco, no municipio de ljaahaMliGerais. Em cada ensaio foram
utilizadas 10 vacas da raca Holandés com pesomgdio de 631 kg. As vacas foram
identificadas e alimentadas individualmente em icamhento total do tipo “Tie Stall”
com camas de areia e acesso continuo a agua. @misnieceberam dieta Unica,
constituida de silagem de milhdga maysL.), feno de tifton Cynodon spp, milho
moido, polpa citrica, farelo de soja, soja graacsoja grdo tostada e premix mineral
(Tabelas 1 e 2).

A dieta foi dividida em duas refei¢cdes diarias, dgefiornecida as 5:30 e 13:30
horas na forma de dieta completa, a vontade emtigade suficiente para obter, no

minimo, 15% do oferecido como sobra diaria. A profo de ingredientes na matéria seca
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foi mantida constante por monitoramento semanapat@entagem de matéria seca da

silagem de milho.

Tabela 1. Composicao da dieta experimental em dingmees

Ingredientes % Matéria Seca
Silagem de Milho 38,1
Feno de Tifton 7,9
Milho Moido 24,1
Polpa Citrica 8,4
Soja Grao Crua 6,6
Soja Grao Tostada 6,6
Farelo de Soja 51
Premix 3,2

"Premix: 12,5% de Uréia; 6,3% de Oxido de magn&&es de Bicarbonato de sédio; 10%
de NaCl; 10% de Vacci-Phos 156 + ADE; 36,3% de &adCalcitico.

Tabela 2. Composicao da dieta experimental ememiés

Nutriente % Matéria Seca
Proteina bruta 14,91
Fibra em detergente neutro 34,64
Fibra em detergente acido 21,25
Cinzas 7,98
Extrato etéreo 6,01
Carboidratos nao-fibrosos 36,30
% Matéria Natural
Matéria seca 55,50

Cada ensaio consistiu de 14 dias de adaptacaota Qimanto a adaptacdo aos
indicadores, utilizou-se um periodo de 10 dias ma@ido crémico (GO3), que foi
fornecido acondicionado em papel de celulose eme doga diaria as 12 horas, antes da
ordenha da tarde, a partir do 5° dia do perioderxgntal.

No primeiro ensaio foi utilizado ainda o indicadolPE® com dois dias de
adaptacdo e trés ou cinco dias de coleta de f€dsdicador LIPE foi fornecido na
forma de capsulas, na dose de 500 mg por vacaardemte, entre os dias 13 e 18. Os
periodos de coleta com este indicador constitug@is dos tratamentos deste ensaio.

No ensaio dois, além do oxido crémico foi utilizad@mbém o indicador

NANOLIPE®, com um ou dois dias de adaptacdo e um Unicoed@kéta, para ambos os
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tratamentos com este indicador. A hipétese do ptestabalho é que o equilibrio de
excrecdo seria atingido no prazo de 24 horas api@snecimento em virtude de uma
melhor dispersdo do indicador NANOLIPEa digesta em funcdo das propriedades
nanometricas. Ainda assim, foi testado também gerie adaptacdo de dois dias. O
NANOLIPE® foi fornecido na forma de capsulas, na dose derB0Os periodos de
adaptacao para o referido indicador constituirais dias tratamentos do segundo ensaio.

Todos os indicadores em ambos os ensaios foranedidos oralmente com
posterior massagem do palato a fim de estimulagiuticdo e, assim, garantir a ingestéao
dos mesmos.

As avaliacbes de consumo e digestibilidade foraalizadas entre os dias 15 e 20.
Entre os dias 16 e 20, as sobras de cada animahfpesadas diariamente antes da
alimentacdo da manha. Uma amostra composta foiafteinpor vaca, através da mistura
de quantidades idénticas de matéria natural dassalérias. Entre os dias 15 e 19, os
volumosos, silagem de milho e feno de tifton, assomo os concentrados e 0 premix
foram amostrados diariamente e amostras compastas feitas para cada alimento.

O consumo diario de matéria seca foi calculadoipligidndo o consumo diario de
matéria natural de cada alimento, entre os dias 28, por seu respectivo teor de matéria
seca, seguido de subtracdo da sobra diaria deiansg®a. A ingestao diaria de nutrientes
por animal foi calculada multiplicando o oferecidi® matéria seca de cada ingrediente por
seu respectivo teor nutritivo. Do total de nutresnbferecidos foi subtraida a massa diaria
do mesmo nutriente na sobra de cada animal.

A producgédo fecal e a digestibilidade da matériease demais nutrientes foram
mensuradas por coleta total de fezes e atravédifdwentes indicadores. A coleta total de
fezes realizada por 8 horas ininterruptas entréias 17 e 19. A coleta de fezes em cada
dia foi iniciada com 8 horas de atraso com relagdalia anterior, visando obter uma
amostragem representativa das 24 horas do dia asesarcdisturbio no consumo de
alimentos e na producéo de leite dos animais. Deir@periodo de coleta, as fezes foram
pesadas e continuamente congeladas e uma amostiosta foi formada por vaca.
Simultaneamente, amostras de fezes para analisendieadores foram coletadas
diretamente na ampola retal em intervalos de smi@shao longo do dia, durante todo o

periodo de coleta de fezes a fim de evitar o ef@#ovariacdo diurna na excrecdo dos
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indicadores. Ao final, foram também feitas amostrampostas para cada animal, para
analise dos diferentes indicadores.

As analises laboratoriais foram conduzidas no taboo de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federdflidas Gerais (LABNUTRI/EV-
UFMG). As amostras sofreram pré-secagem IC5Pposteriormente foram moidas em
moinho tipo Thomas-Willey com peneira de 1 mm eamemadas em recipientes plasticos
para realizacdo das analises quimicas. Foram detetas os teores matéria seca (MS),
proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE) segund®OAC (1995). As cinzas foram
determinadas através da incineracdo das amostrasaudia a 600°C por oito horas. As
analises de fibra em detergente neutro (FDN) foraatizadas conforme técnica descrita
por Van Soest et al. (1991). O teor de carboidratusfibrosos (CNF) foi obtido pela
equacdo CNF = 100 — (%FDN + %PB + %EE + %Cinzas)pgsta por Sniffen et al.
(1992). A concentracdo de cromo nas fezes foi oht@da por espectrofotometria de
absorcdo atébmica (Williams et al., 1962). As aeélisdos indicadores LIPEe
NANOLIPE® foram realizadas em espectrofotdmetro com detefetduz no espectro do
infravermelho (Saliba et al., 2005a). Os coefi@erde digestibilidade foram calculados a
partir dos dados de consumo, medidos durante odmegxperimental, e dos dados de
producao fecal, obtidos pela coleta total de femegstimados pelo com os indicadores
6xido cromico, LIPE, NANOLIPE®, conforme proposto por Maynard et al. (1984):

CD (%) = [(NUTeon - NUTexc)/ NUTcon] X 100
onde:
CD = coeficiente de digestibilidade, N&dy = quantidade de nutriente consumido, e
NUTexc = quantidade de nutriente excretado.
Para as estimativas de producdo fecal com osaddies foi utilizada a férmula
proposta por Smith & Reid (1955):

Producéao fecal (kg/dia) = Dosendticador (g/dia)
Concentragao do indicador (g/g MS)

A recuperacao fecal dos indicadores foi calcukagertir dos valores de producéo
fecal obtidos com uso dos indicadores externosi(gidmico, LIPE e NANOLIPE®) e
da producéo fecal obtida pela coleta total dassfezenforme Zeoula et al. (2002). Os
valores encontrados por meio dos indicadores faramparados ao valor de 100%, que

representa recuperacéao fecal completa de um inducad
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Os dados obtidos foram submetidos a analise déinega e as meédias dos
tratamentos comparadas pelo teste de SNK a 5%athalplidade por meio do software
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000) com o modelgk ¥ u + Ti + Vij + djk, em que: p
= media geral, TF efeito do tratamento (i = 14); Vjj = efeito de vaca (j = 1 a 10),
sendo vaca considerada como blocojjk & erro experimental independente e com
distribuicdo normal, com média zero e varidngiaNo ensaio 1, os tratamentos foram:
6xido crémico, LIPE com periodo de coleta de trés dias, LiRBm periodo de coleta de
cinco dias e coleta total de fezes. No ensaio Ziraitamentos foram: Oxido crémico,
NANOLIPE® com periodo de adaptacdo de um dia, NANOEIRBmM periodo de
adaptacao de dois dias e coleta total de fezedo{@snsaios seguiram 0 mesmo modelo
estatistico.

2.3 Resultados e Discussao

Os dados de producdo fecal obtidos com o indicadBE® (Experimento 1),
independente do periodo de coleta adotado, tr&snco dias, né&o diferiram em relacéo
aos resultados obtidos com a coleta total. Da mdemaa, oS resultados evidenciados
com o NANOLIPE (Experimento 2), independente do periodo de agaptaim ou dois
dias, seguiram a mesma tendéncia, ndo diferindaedggdo a coleta total. A excecao
encontrada com o Oxido crbmico superestimou a m@wufecal em ambos os
experimentos (Tabela 3). Todos os resultados pogEmctomprovados pela incompleta
recuperacdo deste indicador nas fezes, em conteastetratamentos com LIPEe
NANOLIPE®, que mostraram percentuais de recuperacéo estatisnte iguais & 100%.
Em concordancia as respostas aqui obtidas, Titgemdé¥997) citou dentre as
desvantagens do 6xido crémico, a incompleta reeggerfecal, principalmente em funcéo
da variabilidade dos resultados obtidos pela mdéwgio de analise. Além disso,
Titgemeyer (1997) relata ainda, a variacdo de e&crentre animais, a variacédo diurna de
excrecao nas fezes, a forma de administracdo, @noide doses, 0 método e horario de
amostragem das fezes, a duracdo dos periodos ptagdia e de coleta, a incompleta
mistura com a digesta ruminal, bem como a passamgais rapida pelo rimen do que o

material fibroso.

32



Tabela 3. Producgao fecal (kg MS/dia) de vacas erta¢ao e recuperacdo fecal dos
indicadores (%) mensurada por diferentes métodos

Método Producéo Fecal (kg MS/dia) Recapao do Indicador (%)
Experimento 1
Coleta Total 6,98 -
LIPE® (3) 6,97 100,17
LIPE® (5)° 6,94 100,63
Cr,03° 9,28 76,77 *
EPM® 0,28 2,41
Valor-P’ <0,001 <0,001
Experimento 2
Coleta Total 6,58 -
NANOLIPE® (1)’ 6,53 100,20
NANOLIPE® (2)° 6,56 99,82
Cr,03° 9,34 71,19 *
EPM® 0,25 2,05
Valor-P’ <0,001 <0,001

Médias seguidas de letras diferentes na linha edifepelo teste de SNK com 5% de
probabilidade; * Recuperacéo fecal dos indicaddifesindo de 100% pelo teste de SNK
com 5% de probabilidade )

YLIPE® com trés dias de coletdLIPE® com cinco dias de coletdDxido cromico;
“NANOLIPE® com um dia de adaptacA®NANOLIPE® com dois dias de adaptacao;
6 ~ 2 1 - . z

Erro padréo da médi&yalor de probabilidade para o efeito de método.

Soares et al. (2003) relatou taxa de recuperaa@oqoxido crémico de 72,6, valor
esse semelhante aos valores 76,77 e 71,19% erdmstra0 presente trabalho,
respectivamente para os experimentos 1 e 2. Bérattial. (2005) avaliando diferentes
indicadores e volumosos também verificou para ada@xirémico, recuperacdo fecal
diferindo de 100% quando utilizou feno de tiftosilegem de milho.

Segundo Prigge et al. (1981), o emprego de dplaaedes diarias leva a reducéo
da amplitude total de variagcdo em torno da médraando o perfil de excre¢cdo do Oxido
crdmico mais estavel e préximo do equilibrio dedejdetmann et al. (2004), revisando o
uso de indicadores, chegaram a mesma conclusaomeadaram a aplicacdo de duas
doses diarias. Nestes experimentos, os indicadoresn fornecidos em dose Unica,
entretanto, outra estratégia foi adotada com vistasontornar a variacdo diurna de

excrecdo dos indicadores, sendo as coletas de fea#zadas ao longo do dia com
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intervalos de seis horas entre as mesmas. A agtragflotada, ainda assim, nao
proporcionou boas respostas para o Oxido crémiadroOprocedimento adotado neste
trabalho diz respeito ao periodo de adaptacaodderentemente da maioria dos estudos
gue normalmente utilizam periodos de cinco a Sat tbram utilizados dez dias.

Alguns trabalhos tém evidenciado que uma das sailsdaixa recuperacao fecal
de cromo deve-se ao método analitico utilizadoréecdessa questao, Saliba (1998) alerta
para o fato de o cromo ser um elemento altamenigendente da chama do
espectrofotdmetro, e sdo comuns variacdes na seamnieacao.

Lima et al. (1980), utilizando éxido crémico pagatimar a producdo fecal em
animais sob pastejo em duas épocas do ano (estacd®@ chuvosa), observaram que, nos
meses da época seca, 0S animais apresentaram tcag@enmaior deste indicador nas
fezes, 0 que foi explicado pelo arrastamento dwaudr em virtude do maior teor de fibra
nas dietas e pelo menor consumo de matéria organigae pode ter ocorrido em funcao
da dieta oferecida aos animais que apresentoudalswanteddos de fibra.

Nas Figuras 1 e 2, pode-se visualizar a distrémuiga producédo fecal estimada a

partir dos indicadores em relacéo a coleta totalexperimentos 1 e 2.
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Figura 1. Relacéo entre a producéo fecal (kg/diéifla com a coleta
total e estimada com os indicadores do Experiménto
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Figura 2. Relag&o entre a producéo fecal (kg/déifla com a coleta
total e estimada com os indicadores do Experim2nto

Pela disperséo dos dados, diferenciada de acordacada grafico, verifica-se que
os indicadores LIPEcom 3 ou 5 dias e o NANOLIPEcom 1 ou 2 dias de adaptacéo
relacionaram-se intimamente com o método de cotdétd. Nota-se ainda, que o Unico
indicador que se mostrou diferente em relacdo dugéo fecal observada, em ambos os
experimentos, foi o 6xido crébmico, cujos pontos are-se bem distantes da reta.

No experimento 1 ndo houve diferenca entre o EIRE a coleta total
independentemente do periodo de coleta de fezemdamd®obre os coeficientes de
digestibilidade da matéria seca e demais nutriesttidos com trés ou cinco dias (Tabela
4). Véarios experimentos vém sendo conduzidos desde LIPE foi desenvolvido a fim
de investigar seu uso como indicador externo ereratites espécies animais. Em
experimento de avaliacdo do feno de tifton paraas;i Saliba et al. (2003b) obtiveram
resultados que foram estatisticamente semelhaséeglo os valores de coeficiente de
digestibilidade médios de 63,23% e 64,78% e prauldedal de 365,39 g/dia e 383,07
g/dia, respectivamente, para coleta total e fIPBara frangos de corte (Saliba et al.
2005b, Vasconcellos et al. 2011), o LfPEBmbém mostrou ser um bom indicador de
digestibilidade de nutrientes de varios alimentaanglo comparado com o método de

coleta total.
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Tabela 4. Coeficientes de digestibilidade (%) aigtigoor diferentes meétodos, eaitnis
ensaios com vacas em lactacéo

Experimento 1

Método
Fracéo EPM PP
CcT LIPE® (3 LIPE® (5 Cr,0s
Matéria Seca 69,84 69,86 70,06 60,49 1,01 <0,01
Matéria Organica 71,50 71,5¢ 71,63 62,69 0,97 <0,01
Proteina Bruta 69,22 69,30 69,45 59,83 1,08 <0,01
Extrato Etéreo 88,86 88,89 88,87 85,60 0,39 <0,01
Fibra em Detergente Neutro 51285 51,85 52,16 36,69 1,63 <0,01
Carboidratos Nad¢-ibrosos 87,65 87,67 87,72 83,97 0,43 <0,01
Experimento 2

Fracdo CT" NANO®(1) NANO®(2° Cr,0 EPM  P®
Matéria Seca 72,08 7222 71,99 62,24 0,95 <0,01
Matéria Organica 72,89 73,02 72,82 63,30 0,94 <0,01
Proteina Bruta 70,29 70,49 70,28 59,60 0,87 <0,01
Extrato Etéreo 91,94 91,99 91,88 88,80 0,21 <0,01
Fibra em Detergente Neutro 55722 55,42 55,14 39,33 1,64 <0,01
Carboidratos Nadibrosos 87,09 87,36 87,19 82,76 0,46 <0,01

Médias seguidas de letras distintas na linha difgfe<0,05) entre si pelo teste de SNK
'Coleta total:’LIPE® com trés dias de coletd.IPE® com cinco dias de coletéxido
cromico; °NANOLIPE® com um dia de adaptacdo’®NANOLIPE®com dois dias de
adaptacao’Erro padrdo da médifyalor de probabilidade para o efeito de método.

Da mesma forma, Pereira et al. (2004) em ensacoelhos, Souza et al. (2005) e
Souza et al. (2007) em experimentos com avestriviases et al. (2010) em estudo com
caprinos e Soares et al. (2011) avaliando varidisadores internos e externos em bufalos,
ndo constataram diferencas entre os dois métodosaioria destes experimentos foram
comparadas a producao fecal e a digestibilidadenddsentes obtidos pelo uso deste
indicador e pela coleta total de fezes, ndo semdlecthdas diferencas entre os diferentes
meétodos indicadores para os parametros estudados ®aliba et al. (2005), o
fornecimento do LIPE em cépsulas garante a ingestdo do indicador secoraéncia de
perdas. Para esses pesquisadores, um outro pgradaamie a ser levado em consideragéo
acerca deste indicador, diz respeito a maior @edis técnica analitica, fator que também
contribui para os bons resultados. Comeron (20i&)la por Rodriguez et al.(2006), em

experimento com vacas em lactacdo alimentadas ¢etasdh base de feno de alfafa, ndo
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verificou diferenca na producdo de matéria secal fpgando comparou os dados obtidos
por meio de coleta total e LIBE4,61 vs 4,47 kg/dia, respectivamente).

O mesmo ndo foi observado para o Oxido crémico, sueestimou todos os
parametros de digestibilidade (Tabela 4). Corratmwacom estes resultados podemos
citar varios estudos, e dentre eles o trabalhdzeshl por Barnicoat (1945) em estudo com
ovinos e bezerros e 0 ensaio realizado por Beitckieal. (2005) com bovinos a fim de
avaliar diferentes indicadores de producédo fecdigestibilidade. Alguns trabalhos tém
evidenciado que uma das causas da baixa recupdegialo cromo deve-se ao método
analitico utilizado. Williams et al. (1962), afirman que o método utilizado para
determinacdo de cromo nas fezes é tedioso e duvmyscausa da técnica analitica. Além
disso, Saliba (1998) alertou para o fato do croetaum elemento altamente dependente da
chama do espectrofotdmetro, e sdo comuns variagdgga determinacao.

Da mesma maneira que no experimento 1, no expeton®ronde foi avaliado o
nano indicador, os coeficientes de digestibilidade diferiram em relagdo a coleta total e
além disso, o periodo de adaptacdo de apenas uini gigficiente para obtencdo de boas
estimativas, confirmando a hipdtese do trabalhd€a4). Os materiais produzidos em
escala nanométrica apresentam propriedades Uunsmsa@mportam de forma diferente da
matéria convencional. Dessa forma, as nano patad material em estudo apresentaram
maior velocidade de dispersdo no trato gastrim@astiproporcionando melhor
homogeneizacdo do material na digesta e, assimitpeium “steady state” mais rapido
(Figura 3). Pode-se observar que apesar das pasabetadas pelo grafico, a partir do
tempo p6s-dosificacdo ao longo de 24 horas em €udaé concentracdes de NANOLIPE
nas fezes, tais concentragdes foram muito prox{fiasira 3). E importante ressaltar que
as amostragens em quatro pontos equidistantes rayp Ido dia contribuiram para

minimizar possiveis efeitos de variacdo diurnaxwiegao do nano indicador.
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Figura 3. Perfil nictemeral de excrecdo fecal ddicador
NANOLIPE® por vacas em lactacdo, considerando o
tempo pos-dosificagdo ao longo de 24 horas.

Diferentemente do observado para os indicadofeE"Lé NANOLIPE®, os valores
de digestibilidade obtidos quando o 6xido cromicbltilizado foram subestimados em
todas as fracdes nos dois experimentos.

Na andlise individual de cada indicador, consitdoase os desvios-padréo e 0s
intervalos de confianca da média para producdccepezacao fecal dos indicadores e,
ainda para digestibilidade da matéria seca, o auldies LIPE e NANOLIPE® foram mais

precisos, apresentando valores expressivamentereseem relacdo ao Oxido crémico
(Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5. Limites inferior (LI) e superior (LS) dotervalo de confianca a 95% de
probabilidade para producdo e recuperacdo fecal waokcadores e
digestibilidade da matéria seca, obtidos por difiez® métodos eensaios com
vacas em lactacéo

Recuperacéo do

Método Producéao fecal Indicador

Digestibilidade

Experimento 1

LI LS LI LS L| LS
LIPE® (3 dias) 6,18 7,77 9816 102,17 6521 74,52
LIPE® (5 dias) 6,18 7,69 98,34 102,93 6545 74,55
Cr,0s 8,17 10,35 66,35 87,19 56,65 64,34

Experimento 2

NANOLIPE® (1 dia) 5,78 728 9413 106,26 70,17 74,26
NANOLIPE® (2 dias) 5,76 737 9413 106,26 69,11 74,87
Cr,05 8,05 10,63 62,87 7951 57,11 63,74

Tabela 6. Desvios-padrédo para producdo e recuperdedal dos indicadores e
digestibilidade da matéria seca obtidos por diffleemétodos emnsaios com
vacas em lactacéo

Recuperacéo do

Método Producéo fecal Digestibilidade

Indicador

Experimento 1
LIPE® (3 dias) 1,11 2,81 6,51
LIPE® (5 dias) 1,05 3,21 6,36
Cr,03 1,52 14,56 5,37

Experimento 2
NANOLIPE® (1 dia) 1,05 8,47 2,86
NANOLIPE® (2 dias) 1,11 8,47 4,02
Cr,03 1,80 11,63 4,63

O resultado da maior precisdo do LfPEm comparacdo aos outros indicadores
pode ser explicado pela auséncia de variacdo dinomiorme citado por Rodriguez et al.
(2006). Dessa forma, o mesmo raciocinio e justifieapodem ser utilizados para o
nanoindicador, uma vez que este foi desenvolvidparéir do LIPE. Quanto ao 6xido
crOmico, um ensaio com vacas em pastejo onde &dia@a a variacdo animal no padréo
de excrecdo desse indicador, Hopper et al. (19@&tou que flutuagbes ciclicas na sua

excrecao, ocorrem normalmente por ndo se mistunarogeneamente na digesta ou por
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apresentar caracteristica cinética distinta dasfda digesta, ocasionando o classico efeito
conhecido como *“variagdo diurna”, evidenciado pegyenas e grandes excrecdes ao
longo de um periodo de 24 horas.

Diantes de todos os resultados relatados nos imgreos 1 e 2, os indicadores
LIPE® e NANOLIPE® podem ser utilizados nos estudos de digestibilidadm vistas a
substituicdo da coleta total de fezes. A alteraati® se empregar apenas trés dias de coleta
de fezes para o indicador LIPEostra-se bastante interessante, por reduziresestdos
animais pela menor influéncia no comportamentoedestm funcéo do menor do tempo e
namero de coletas de fezes a serem feitas. Aléso,disn menor periodo experimental
promoveria uma reducao dos custos e trabalhos saiosndesse tipo. O mesmo raciocinio

utilizado para o experimento 1, pode ser adotada @axperimento 2.

2.4 Conclusbes

Os indicadores externos LIBE NANOLIPE® permitem estimar a digestibilidade
de maneira acurada. A utilizacdo do oxido crémitoseibstituicdo a coleta total de fezes
conduz a superestimativas de producdo fecal e,eqoestemente, subestimativas de
digestibilidade.

O protocolo de utilizacdo do indicador LIPpode ser alterado para apenas trés
dias de coleta de fezes, em substituicdo aos diasoque vém sendo empregado.

O protocolo a ser empregado para utilizacéo diwaddr NANOLIPE® podera ser
de dois dias de fornecimento do indicador seguielaimico dia de coleta. Para tanto, a
amostragem fecal deve ser feita em quatro pontidisliistantes ao longo do dia, a fim de
eliminar, por menor que seja, qualquer possivelagao na excrecdo ao longo das 24
horas.

Uma vez que este trabalho representa apenas oeifinestudo com um
nanoindicador, outros estudos com o indicador sitpdp sdo necessarios até que [SPE
seja completamente substituido. Ressalva-se a ftamwiet de serem levados em
consideracao os custos de producdo de cada unsdedsmdores, a fim de verificar a

viabilidade econdmica de cada um.
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Capitulo 3 — Validacdo do LIPE® como Indicador de Digestibilidade Parcial em
Ensaio com Bovinos Alimentados com Diferentes Volunsos Tropicais

3.1 Introducgéo

No Brasil Central a estacdo seca é compreenditt® @ meses de maio e
setembro, época em que a reducdo no crescimentéolageiras tropicais resulta em
menor disponibilidade e, frequentemente, baixo rvalatritivo da forragem. Como
consequéncia, os diversos sistemas de producdoalasi@o afetados, conduzindo a
diminuicdo acentuada da producéo leiteira, perdpes® dos animais de corte e grande
reducdo na capacidade suporte dos pastos, prejddicmbremaneira o desempenho dos
animais do rebanho.

A utilizacdo de volumosos suplementares como a-daracucar e as forragens
conservadas constitui a principal alternativa pamaimizacdo desse problema, pois
proporcionam volumosos de qualidade mais uniformelongo do periodo seco. A
utilizacdo da cana-de-acucéaccharum officinarumfomo volumoso suplementar no
periodo seco é justificada pela facilidade de vwoltalta produtividade, baixo custo por
unidade de matéria seca produzida, além do pigratkicdo e valor nutritivo coincidentes
com o periodo de escassez de forragem, além daosggéip bromatoldgica, que mantém-
se praticamente inalterada a partir de um deteduimstagio de crescimento. Quanto as
forragens conservadas, podemos destacar a silagenilltb ea maysL.), que destaca-
se pelo alto teor de carboidratos sollveis, qupggoionam um bom padrao fermentativo
e a colocam no patamar de graminea ideal e mémdt nos processos de ensilagem e o
feno de tifton Cynodon spp. pelas caracteristicas morfofisioloégicas que pemi
secagem mais uniforme, produzindo, assim, um fereomantém a qualidade e o valor
nutritivo da forragem fresca.

Na avaliagdo nutricional de um alimento, a comg@siquimico-bromatolégica, o
consumo e a digestibilidade constituem os paraseeanaior importancia, sendo os dois
altimos os que mais afetam o desempenho animalkr@eesse contexto, os estudos de
digestibilidade parcial mostram-se de fundamemntalortancia, por permitirem a avaliacao
guantitativa e qualitativa da digesta que passdi@arentes pontos do trato gastrintestinal,
proporcionando assim, importantes informacdes aadm@absorcédo de nutrientes em locais
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especificos. Para estudos dessa natureza, nogrdanhdicadores se sdo imprescindiveis
nas estimativas do fluxo de digesta.

Nos ultimos anos, tém sido propostos diversos autices. Dentre os mais
utilizados em estudos de digestibilidade parcial,irdernos tém se destacado por nao
requisitarem administracdo, uma vez que, ja sendrau intrinsecamente presentes na
dieta e além disso, sdo de facil quantificacdo. &mlta utilizacdo de indicadores nos
ensaios de digestibilidade total e parcial sejatondiscutida, até o momento, néo foi
encontrada nenhuma substancia com caracteristcasdatador ideal. Por esta razao, a
procura de melhores indicadores constitui uma limdea pesquisa de tdo grande
importancia.

Com base nos bons resultados ja obtidos e relatedosmunidade cientifica com
o indicador LIPE em estudos de digestibilidade total, nasceu a ideiavaliar a utilizacéo
desse indicador também em estudos de digestibdigedcial. Dessa forma, buscou-se
nesse estudo mensurar o consumo e as digestiledidaalcial e total dos nutrientes em
novilhas alimentadas com diferentes fontes volusiosaconcomitantemente, avaliar a

utilizacéo do LIPE como indicador em estudos de digestibilidade phrci

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Localizagcao Experimental, Animais e Instala@s

O experimento foi conduzido na Universidade FeddeaVigcosa, no Campus de
Florestal, em Florestal, Minas Gerais, e as arsllaboratoriais foram realizadas no
Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento @@técnia da Universidade Federal
de Minas Gerais (LABNUTRI/EV-UFMG). Foram utilizaslaseis novilhas mesticas de
Holandés-Zebu, fistuladas no rimen, com 480 kgede pivo médio inicial e 24 meses de
idade, mantidas em baias individuais do tipo “Ti@ll§ cobertas, equipadas com
bebedouros individuais, e cochos para o forneciongatdieta.

O experimento teve duracdo de 57 dias, divididodrés periodos de 19 dias. Os
animais foram pesados, identificados e vermifugamomicio do experimento e mantidos

por 13 dias em periodo de adaptacdo a dieta expetaie as instalacoes.
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3.2.2 Dietas

Foram avaliados trés tratamentos constituidosdferentes volumosos nas dietas
experimentais: silagem de milhdga maysL.), feno de capim-tiftonGynodon spp.e
cana-de-acucar S@ccharum officinarum,L). As dietas foram suplementadas com
concentrado a base de milho moido, farelo de s@eemix mineral, sendo balanceadas
para serem isonitrogenadas (14% PB), constituieddes volumoso e concentrado, na
proporcdo 75:25, com base na matéria seca. Assdietam formuladas para atender as
exigéncias nutricionais dos animais do estudo,rstmguecomendacdes do NRC (2001).

Os ingredientes dietéticos foram pesados e masrenanualmente duas vezes ao
dia para fornecimento as 8:00 e as 16:00 horasomaaf de dieta completa, sendo o
consumo medido diariamente, permitindo-se 5 a 18%othras diarias.

A composicado em ingredientes e quimico-bromatobbdias dietas experimentais €

descrita nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentaisngradientes

| dient Dietas
ngredientes Silagem de Milho Cana-de-acgUcar Feno de Tifton
% Matéria Seca

Silagem de Milho 74,1 - -
Cana-de-acucar - 73,8 -
Feno de Tifton - - 74,5
Milho Moido 16,3 - 21,5
Farelo de Soja 8,9 25,5 3,3
Minerais e Vitaminas 0,7 0,7 0,7

*Minerais e Vitaminas: 150 g de Ca; 90 g de P; 1§, 8 Mg; 15,4 g de S; 114 g de Na;
1.500 mg de Mn; 4.000 mg de Zn; 1.200 mg de Cu;rhgxle Co; 90 mg de I; 38 mg de
Se; 900 mg de F; 200.000 Ul de Vit A; 50.000 UNieD e 1500 mg de Vit E por kg de

mistura.
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Tabela 2. Composicao das dietas experimentais ugmnemes

Nutrient Dietas
uiniente Silagem de Milho  Cana-de-acucar __Feno de Tifton
% Matéria Seca
Proteina bruta 13,9 13,5 13,8
Fibra em detergente neutro 51,3 50,8 61,8
Cinzas 5,2 5,4 6,4
Extrato etéreo 2,7 1,1 2,3
Carboidratos nao-fibrosos 26,9 29,2 15,7
Nutrientes digestiveis totais 70,6 68,3 68,0
% Matéria Natural
Matéria seca 31,5 37,1 89,4

3.2.3 Consumo

A dieta fornecida bem como as sobras de cada &niotam registradas
diariamente. O consumo diario de matéria seca (CiiS§alculado multiplicando-se o
consumo diario de matéria natural de cada alimemive os dias 14 e 19 de cada periodo,
por seu respectivo teor de matéria seca, seguidaliteacdo da sobra de matéria seca.

A ingestao diaria de nutrientes por animal focaklda multiplicando o oferecido
de matéria seca de cada ingrediente por seu regptazir nutritivo. Do total de nutrientes
oferecidos foi subtraida a sobra diaria do mesntoemte de cada animal. O consumo de
nutrientes digestiveis totais (NDT) das dietascidculado segundo equacao descrita pelo
NRC (2001), em que NDT = %PB digestivel + %FDN digel + %CNF digestivel +
2,25 * %EE digestivel.

Durante o periodo de coleta, amostras dos volosp@encentrados e das sobras de
cada animal foram coletadas diariamente, acondida®m em sacos plasticos e
armazenadas a -20°C. Ao final de cada periodo féedas amostras compostas para cada
alimento e para as sobras, a partir da misturaudatiglades idénticas de matéria natural.
No caso das sobras, foram feitas amostras compustasada novilha, por periodo.

3.2.4 Digestibilidades

As digestibilidades ruminal, intestinal e total cadrientes foram determinadas por
meio da coleta total de fezes e digesta omasaladosais num periodo de trés dias

consecutivos, compreendidos entre os dias 14 eeléada periodo. A cada 24 horas, a
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producdo fecal obtida pela defecacdo espontaneacadta animal, foi pesada,
homogeneizada e amostrados aproximadamente 2(0@gete Durante o periodo de coleta
total, as fezes foram continuamente congeladasa amostra composta foi formada por
novilha por periodo. A producéo fecal média foiidéipela média dos trés dias de coleta.

Para a coleta de amostras de digesta omasal, tifmado um conjunto de
dispositivos composto de um kitassato, um tubotapk uma bomba a vacuo, conforme
técnica descrita por Ledo (2002). As coletas destisgomasal obedeceram ao seguinte
esquema: no primeiro dia foram feitas antes doefimento da refeicdo matinal (O hora) e
6 horas apos; no segundo dia, 2 e 8 horas aposteraeiro dia, 4 e 10 horas apos. As
amostras de digestas omasal foram congeladas € 126® apds a coleta até serem
processadas. Foram feitas amostras compostas poalam periodo experimental. Para
estimativa do fluxo de digesta omasal, foram w@dias como indicadores a matéria seca
indigestivel (MSi), a fibra em detergente neutrdigestivel (FDNi) e o LIPE a fim de
validacéo deste indicador para este fim.

O indicador externo LIPEfoi fornecido na forma de capsulas, na dose dens§0
por novilha diariamente, com dois dias para adaptacrescido do fornecimento durante
todo o periodo de coleta. Quanto aos indicadotesnins MSi e FDNi, amostras de todos
os volumosos, concentrados, sobras, digesta omdseaks foram incubadas no rimen de
um animal durante 240 horas conforme sugerido @EwalC et al. (2008), usando sacos
TNT 100g/cn, a fim de realizar sua determinacéo.

A andlise do indicador LIPEfoi realizada em espectrofotdmetro com detector de
luz no espectro do infravermelho (FTIV) (Salibaaét 2005). O fluxo de MS e demais
nutrientes nas amostras de digesta omasal foramaelsts conforme equacao de France &

Siddons (1986) para indicadores externos:

Fluxo Omasal = Dose do indargdng/dia)
Concentragao do indicador (mgfgedta)
ou para indicadores internos:

Fluxo Omasal = Excrecéao fecal x Concentracdo dicddr nas Fezes
Concentragao do Indicador no Omaso

Os coeficientes das digestibilidades ruminal eestal foram calculados

considerando a concentracdo dos nutrientes, e dioaifor externo LIPE na digesta
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omasal e dos indicadores internos MSi e FDNi neeslgg omasal e nas fezes. A
digestibilidade intestinal foi obtida pela diferanentre 100 e a digestibilidade ruminal.

3.2.5 Analises Quimicas

As amostras de alimentos, sobras, digesta omaeales sofreram pré-secagem a
55°C, posteriormente foram moidas em moinho tipo ThoWiley com peneira de malha
de 1 mm e armazenadas em recipientes plasticosr@aliaacdo das andalises quimicas.
Foram determinados os teores matéria seca (MSgipaobruta (PB) e extrato etéreo (EE)
segundo o AOAC (1995). As cinzas foram determinaai®mavés da incineracdo das
amostras em mufla a 600°C por oito horas. As a®lie fibora em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram madias conforme técnica descrita por
Van Soest et al. (1991), utilizando-se sacos dddewo-tecido (TNT) com gramatura de
100g/cn? e o aparelho ANKOM 200 (Ankom Technology Corp.irfart, NY, USA). A
andlise de FDN foi realizada utilizando-se amilasen adicdo de sulfito de sédio. As
porcentagens de carboidratos nao-fibrosos (CNFbptaist (CT) foram obtidas pelas
equacOes propostas por Sniffen et al. (1992): CNFO& — (%FDN + %PB + %EE +
%cinzas) e CT =100 - (%PB + %EE + %Cinzas).

3.2.6 Delineamento Experimental e Analises Estatisas

Para o estudo da digestibilidade parcial das di&asutilizado delineamento
experimental em quadrado latino 3 x 3 duplo sinmeitd adotando-se o LIPEcomo
indicador, pelos bons resultados obtidos no ensaio que foram comparados trés
indicadores de digestibilidade parcial.

Para o ensaio de indicadores de digestibilidadeigiaoi utilizado delineamento
experimental em quadrado latino 3 x 3 duplo sinmétg em esquema de parcela
subdividida, sendo a parcela constituida pelosmotos (silagem de milho, cana-de-
aclcar e feno de tifton), e a subparcela os indiesd(LIPE, MSi e FDNi).

Para efeito de andlise estatistica, todos os daltdos nos dois ensaios foram
submetidos a andlise de variancia e as médiasielas o ensaio 1 e dos indicadores no
ensaio 2 comparadas pelo teste de SNK a 5% de lplidhde, por meio do programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000). No ensaio dnolicadores foram ainda analisados

isoladamente, tomando por base os desvios-padrédngervalos de confianga da média.
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3.3 Resultados e Discussao

Os consumos de matéria seca (kg/dia) ndo difereatre as dietas experimentais
(Tabela 3). Apesar da auséncia de diferenca gigtifa, os animais que receberam dietas
contendo silagem de milho ingeriram mais, em méda kg de matéria seca em relacéao
aos que 0s que receberam a cana e 1,2 kg em redagdque receberam feno como
volumoso, fato que deve ser atribuido ao maiorwmasde FDN proveniente do volumoso
na dieta com feno, concordando com Cabral et @062 apesar da tendéncia fraca

(P=0,14), como pode ser comprovado por Cavalcardk €004) e Martins et al. (2006).

Tabela 3. Consumo de nutrientes em novilhas redebéietas a base de silagem de milho
(SM), cana-de-agucar (CA) e feno de Tifton (FT)

Dietas

., . 1 2
Variaveis M CA = EPM P
Consumo da Dieta Total (kg/dia)
Matéria seca 10,7 10,2 9,5 0,52 0,33
Matéria organica 10,2 9,7 8,9 0,50 0,25
Proteina bruta 1,4 1,6 1,4 0,07 0,07
Fibra em detergente neutro 5,2 4.8 57 0,280,16
Carboidratos nao-fibrosos 32 3,f 1,7 0,17 <0,01
Carboidratos totais 8,5 7,9 7,4 0,43 0,26
Nutrientes digestiveis totais 7,6 7,0 6,5 20,4 0,26
Consumo de Volumoso (kg/dia)
Matéria seca 8,0 7,6 7,1 0,39 0,31
Fibra em detergente neutro 3,9 3,6 4,3 0,22 0,14
FDN indigestivel 12 1,8 1,8 0,06 <0,01
Consumo (% PV)
Matéria seca 2,2 2,1 2,0 0,12 0,44
Fibra em detergente neutro 11 1,0 1,2 0,07 60,2

Médias seguidas de letras diferentes na linha edifepelo teste de SNK com 5% de
probabilidade
EPM! = Erro padrdo da médiR? = Valor de probabilidade para o efeito de dieta

Quanto as comparagdes entre silagem de milho e estnaos realizados por Costa
et al. (2005), Rangel et al. (2010) e Menezes e{28111) também nao evidenciaram
diferencas. A outra justificativa diz respeito devado teor de FDNi na dieta de cana,

ponto que influenciou negativamente a disponidel dos nutrientes, como resultado da
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lenta digestdo no trato gastrintestinal em relagiiéeno além da menor digestibilidade na
dieta de cana (Tabela 4). Esses dois fatores aamemttempo de retencao da fibra ndo
digerida no ramen e intestinos, reduzindo a taxapdesagem, e consequentemente,
interferindo negativamente no consumo de matéda g&llen, 2000; Landell et al., 2002).
Nelson & Satter (1992), em ensaio com vacas lageielataram que dietas a base de feno
estdo mais sujeitas a limitagbes de consumo petbireento ruminal, sob demandas
semelhantes de energia, que dietas a base densilag@ decorréncia da maior
solubilidade dos nutrientes da silagem. O consuraofetho pode ser limitado pela
quantidade de saliva necessaria para seu umedecimgosterior degluticdo (Luginbuhl
et al., 2000). A mesma diferenca encontrada negierienento entre as dietas de silagem e
cana foi relatada por Andrade & Pereira (1999)emtizarem ensaio com novilhas.

Quando determinado em funcdo do peso vivo, registeoum consumo medio
geral de matéria seca de 2,1%, valor este proximoreconizado pelo NRC (2001), para
essa categoria animal, nas condigfes fisiologicdes peso em que se encontram. Quanto
ao consumo de FDN em func&o do peso vivo, esterouese estatisticamente igual entre
as dietas estudadas. Mertens (1994) relata quasuow de matéria seca em ruminantes €
6timo, quando o consumo de FDN alcanca 1,2 + 0,4% V. Os resultados encontrados
neste trabalho, para consumo de FDN em fungédo doitépendente do volumoso
utilizado, encontram-se dentro desse limite, reasalo-se que para dietas a base de cana
ou silagem os valores foram inferiores aos descipi@a maxima ingestdo de MS, fato
também observado por Mendonca et al. (2004) e Gasth (2005) ao testarem dietas
contendo silagem de milho ou cana-de-acucar corhamaso exclusivo. Para a dieta a
base de feno esse percentual foi exatamente igudimate de 1,2% proposto pelo
pesquisador supracitado. Segundo Van Soest (18843, parede celular € limitante da
ingestao, ela tem maximo de ingestdo constantetu@onneste estudo, a concentracdo de
FDN na dieta ndo foi limitante no controle da irt§esvoluntaria. Como a relacdo V:C
(75:25) foi a mesma para todas as dietas, podefegrique em todas as dietas o controle
da ingestdo foi realizado pela demanda energétwaamimal, de acordo com as
consideracOes realizadas por Conrad et al. (1968neSoest (1994), os quais relataram
gue, em dietas com digestibilidade superior a 666Mmo observado nesse estudo para
todas as dietas, 0 consumo de matéria seca € lemiatqor fatores fisioldgicos.
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Um dos principais fatores que exerce influénciares@ ingestdo em bovinos esta
relacionada a qualidade da forragem consumida, uem que constituem o maior
percentual na dieta desses animais. Dessa forma;$e evidente que a digestibilidade da
fibra exerce grande efeito sobre o consumo de masé&ca (Allen, 1991), ou seja, 0
consumo é funcao da fracdo indigestivel da dieta(@l, 1966). A cana-de-acUcar tem
sido correlacionada negativamente a ingestdo dérimageca, ndo apenas pela fracédo
indigestivel da fibra, mas também pela baixa tagadigestdo da fibra potencialmente
degradavel, as quais apresentam elevado efeiteptiecéo ruminal (Pereira et al., 2000).
Segundo Van Soest (1994), o consumo de FDN é onglieor representa a capacidade de
consumo para dietas a base de volumosos e outfssraom quantidades médias e baixas
de concentrado, pois sdo 0s constituintes da pamld&ar que ocupam maior espago no
rumen.

Neste estudo, entretanto, a digestibilidade dga&rdibrosa da cana (Tabela 4) nao
foi tdo baixa quanto em outros estudos, o que deduzido o efeito sobre a ingestao de
matéria seca obtida, a ponto de néo ter sido evigldm diferenca estatistica em relacao
aos outros volumosos. Valvasori et al. (1995) qmbora ndo encontrando diferencas
quanto ao consumo de MS total, encontraram difaep@ara o consumo de volumoso,
sendo este menor para o percentual de 100% detsigdst da silagem de milho por cana-
de-acgucar. Quanto ao feno, apesar do percentuéDNesuperior aos demais tratamentos,
sua digestibilidade foi alta, possivelmente em &anga menor taxa de passagem,
proporcionando assim, um consumo semelhante entliets.

Os consumos de matéria organica, proteina bruthoidaatos totais e nutrientes
digestiveis totais seguiram a mesma tendéncia gueonsumos de matéria seca, ndo
diferindo entre as dietas (Tabela 3), fato quetémnbém evidenciado nos estudos de
Cavalcante et al. (2004), onde avaliou a subsétuie feno por silagem para novilhos e
Menezes et al. (2011b) ao comparar a silagem caranain natura ou ensilada para
novilhos. A excegao para esse comportamento ocparsuos carboidratos nao-fibrosos e
fibra em detergente neutro indigestivel provenieiot@olumoso.

Os resultados relacionados ao consumo de silagemnildo em comparacao a cana-
de-acgucar ou feno de tifton 85 séo bastante diméegeAlguns trabalhos tém evidenciado
menor consumo de matéria seca em dietas com caagidar em comparacao a silagem

de milho para novilhos, novilhas e vacas em lactgdfiagalhdes, 2006; Corréa et al.,
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2003), fato que pode ser explicado pelo consumivagéo baixa digestibilidade da FDN,
como também observado neste trabalho (Tabela é)agomentam o tempo de retengéo da
fibora ndo digerida no ramen e intestinos, reduzindotaxa de passagem, e
consequentemente, interferindo negativamente nsucoo de matéria seca (Allen, 2000;
Landell et al., 2002).

Os consumos de matéria organica, proteina brathpidratos totais e nutrientes
digestiveis totais referentes a dieta total, agsimo os consumos de matéria seca e fibra
em detergente neutro provenientes do volumoso rsega mesma tendéncia do consumo
de matéria seca, nado diferindo entre as dietasriexptais (Tabela 3). Dias (2009) ao
avaliar dietas com cana ou silagem de milho pakdlhas em dietas com relagdo V:C
(100:0 ou 75:25) também nédo detectou diferencasmitquao consumo de MO e PB.
Menezes (2011b) da mesma forma nao relatou difareagconsumo das fracoes MO, PB
e NDT ao comparar a silagem de milho a difererdasds de fornecimento de cana. Costa
et al. (2005) trabalhando com vacas em lactac&valearem dietas com silagem ou cana
na mesma propor¢cdo nao relataram diferencas estdietas. Rangel et al. (2010) ao
testarem diferentes niveis de concentrado em diet@scana para novilhas também nao
observou diferenca na comparagdo com silagem deonedm a mesma quantidade de
concentrado para esses nutrientes.

Os consumos meédios de CNF foram maiores nas dietassilagem de milho e
cana, 0 que se justifica pelo maior teor desseemigr nestas dietas e, principalmente na
dieta de cana (Tabela 3).

Conforme demonstrado na Tabela 4, as dietas nderirgim quanto as
digestibilidades aparentes totais da MS, MO e dds Resultados similares foram
observados por Cavalcante et al (2004) ao avalsabatituicdo de feno por silagem para
novilhos. Mendonca et al. (2004) e Costa et al0%2@o compararem a silagem de milho
com a cana-de-acUcar em ensaios com vacas e Retngél (2010) em experimento
semelhante com novilhas também néo verificaranradif@s na digestibilidade para essas
fracbes. Quanto a fracdo PB, a dieta de silagentrowosenor digestibilidade total em
relacdo as demais. Marcia Dias (2009) e Rangel. §2@10) também relataram maior
digestibilidade para dietas a base de cana e Magtimal (2006) para dietas com feno em

comparacao com silagem de milho.
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Tabela 4. Digestibilidade aparente total, ruminahtestinal dos nutrientes das dietas a
base de silagem de milho (SM), cana-de-acgucar €XAho de Tifton (FT)

Dietas

. 4
Nutriente = = = EPM P
Digestibilidade Total (%)
Matéria seca 70,42 69,78 68,80 1,14 0,62
Matéria organica 71,69 71,12 70,80 1,17 0,86
Proteina bruta 62,70 78,03 73,52 1,43 <0,01
Fibra em detergente neutro 6538 53,72 68,02 2,07 <0,01
Carboidratos ndo-fibrosos 8471 94,60 79,40 1,39 <0,01
Carboidratos totais 81,22 79,30 80,10 0,55 0,10
Digestibilidade Ruminal(%)
Matéria seca 75,75 72,61 68,98 5,37 0,68
Matéria organica 89,48 86,64 85,27 3,25 0,66
Proteina brufa 33,65 50,74 44,60 5,07 0,11
Fibra em detergente neutro 95,15 96,21 93,99 864, 094
Carboidratos n&o-fibrosos 95°16 82,94 84,42 2,55 0,02
Carboidratos totais 94,95 91,52 91,69 2,91 0,66
Digestibilidade Intestinal(%)

Matéria seca 24,24 27,39 31,02 5,36 0,68
Matéria organica 10,52 13,36 14,73 3,25 0,66
Proteina bruta 66,34 49,26 55,39 5,07 0,11
Fibra em detergente neutro 4,85 3,79 6,00 6 48 0,94
Carboidratos ndo-fibrosos 4°84 17,08 15,58 2,55 0,02
Carboidratos totais 5,05 8,48 8,31 2,91 0,66

Médias seguidas de letras diferentes na linha edifepelo teste de SNK com 5% de
probabilidade

‘Expressa em % do total digerid&xpressa em % do total ingerido que sofreu digesdo

rdmen ou intestinos; EP\ME Erro padréo da médi&' = Valor de probabilidade para o

efeito de dieta

Quanto a digestibilidade da FDN podem ser evidelas diferencas significativas
entre as dietas experimentais, com melhores resppsara as dietas contendo silagem de
milho e feno de tifton. (Tabela 4). Cabral et(2006) e Menezes et al. (2011) também
evidenciaram maiores digestibilidades para a silagde milho. Valores semelhantes aos
encontrados neste trabalho para a dieta de caam feastamente relatados na literatura
(Aroeira, 1995; Galo et al. 2000; Manzano et aB7,9Manzano et al. 1999; Stacchini,
1998). O elevado teor de FDNi na dieta de cana pedeontribuido para a reducéo na
digestibilidade desta dieta, pois considerando aji®Ni € indisponivel tanto no ramen

54



COmMo nos intestinos, sua concentracdo nos alim@uoids ser inversamente relacionada a
digestibilidade (Tabela 3). Como esta fracdo deixamen somente por meio do processo
de passagem, espera-se grande contribuicdo pdeit@ @e enchimento ruminal. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados agaliNées et al. (2006), Mendonca et
al. (2004), Corréa et al. (2003). Segundo estesreajta menor digestibilidade da FDN
para dietas a base de cana-de-agucar poderia etadp como o principal responséavel
pela diminuicdo de consumo de matéria seca, pateoabservado apenas numericamente
neste estudo.

Concordando com estes resultados, estdo os obesry@or Magalhdes et al.
(2006), que verificou decréscimo linear na digdglidde da FDN, a medida que
aumentava o nivel de substituicdo da silagem deonpibr cana-de-acucar. Provavelmente,
tal fato ocorreu em virtude do maior teor de fil@digestivel presente nas dietas a base de
cana-de-agucar. O teor e a forma como a fracdoskbesta presente pode afetar a
degradabilidade da fibra entre os diferentes alioseiiHoover, 1986). Outro fator que
pode ter influenciado a digestdo da FDN seria oegninna quantidade de carboidratos de
facil fermentacdo, resultando em alteracdes naofigia ruminal. Van Soest (1994)
afirmou que a adicdo de grande quantidade de chetos de facil fermentagdo pode
reduzir a digestibilidade da fracdo fibrosa e eglestos podem ser mais expressivos
dependendo da quantidade de nitrogénio amoniacalgpascimento microbiano. De fato,
0os resultados descritos por Mandebvu et al. (1998bjcaram que a melhoria da
digestibilidade e no desempenho animal com a atifis do capim-tifton 85 pode ser
atribuida aos mais baixos teores de lignina e sgderideos interligados, além das mais
baixas ocorréncias de ferulatos éter ligados d@nggnessa graminea. Verifica-se que o0s
altos coeficientes de digestibilidade dos nutrignteotadamente da fracdo FDN,
corroboram varios trabalhos incluindo essa gram{Rézeiro et al., 2001).

No presente estudo, a cana-de-agUcar apresergpargionou maior consumo de
FDNi em comparacédo a silagem de milho e feno tntifO maior contetudo de lignina na
cana-de-acucar pode ter afetado a proporcdo de iRDi§estivel, aléem da taxa e da
extensdo da digestdo da FDN potencialmente digéstias dietas. Segundo Hoover
(1986), a concentracdo e a forma como a lignira@sisente nas forragens pode constituir
fator determinante nas diferengcas de digestdo lta #ntre varios alimentos. A baixa
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digestdo da FDN da cana-de-agucar pode ter apaelseefeito de replecdo ruminal e,
consequentemente, limitado a ingestdo de MS.

Segundo Beauchemin & Buchanan-Smith (1990), degasendo silagem resultam
em maiores digestibilidades que aquelas contendo, feois, no decorrer da digestao,
geralmente ocorre, em menor tempo, maior desintggralas particulas da silagem,
resultando em maior taxa de passagem. Este fat®, podentanto, facilitar o escape de
material potencialmente digestivel, que com mentaras de passagem, pode ser mais
bem digerido e aproveitado. Esta menor taxa deagass para dieta de feno pode levar a
uma maior digestibilidade, fazendo com que as tlgkdades da FDN se tornem
equivalentes entre as dietas.

A digestibilidade aparente dos CNF foi maior pareana-de-acucar, seguido pela
silagem de milho. Tal fato pode ser atribuido avado teor de CNF destes volumosos.
Segundo Valadares Filho et al. (1987), os carbtmdnado-fibrosos apresentam coeficiente
de digestibilidade aparente total elevado, as vemsma de 90%, enquanto, para
carboidratos estruturais, a digestibilidade apareidtproxima de 50% considerando,
evidentemente, outros fatores inerentes, como & fenlumosa. Este fato pode ser
explicado pela disponibilidade rapida e praticameobmpleta desta fracdo no trato
gastrintestinal dos ruminantes. Uma vez que a tligata FDN no rimen néo diferiu entre
as dietas, atribui-se aos CNF a contribuicdo paeumento da digestdo ruminal dos
nutrientes para a silagem de milho. Valadares Fethal. (1985) relataram digestibilidade
aparente total da matéria seca ligeiramente sup@idéo) para dietas a base de silagem de
milho em relagdo a observada neste estudo. Paaa &sddietas, pelo menos 85% dos CT e
da FDN foram digeridos no ramen. A digestdo dos @NFUmen é desejavel quando ha
disponibilidade de nitrogénio, a fim de permiterausincronia adequada para a sintese
microbiana, uma vez que a proteina microbiana resppelo maior percentual da proteina
metabolizavel absorvida no intestino dos ruminantes

As digestibilidades parciais dos nutrientes nagarfo influenciadas pelos
tratamentos e apresentaram grande similaridade astdietas, a excecdo da fracdo CNF,
com maior digestibilidade ruminal e menor dige$itlade intestinal da mesma para a dieta
de silagem em relac@o as demais (Tabela 4).

A menor digestibilidade das fragbes MS, MO, FDNNFCe CT no segmento

intestinal é consequéncia da maior digestao rundesias. Para as fracdes FDN e CT, da

56



proporgao digerida em todo o trato gastrintestioahaior percentual de digestdo da FDN
(95,12%, em média) e dos CT (92,72%), ocorreu moenj fato este bem entendido e
esperado, uma vez que a fermentacédo da fibra opmeferencialmente no rimen, sendo
realizada por uma complexa microbiota num sisteenaimibiose bastante eficiente com o
animal ruminante. Valadares et al. (1997a) relatadégestdao ruminal média da FDN de
94,0%, com diferentes niveis de PB na dieta. Dammaefrma, Ribeiro et al. (2001)
avaliando diferentes idades de rebrota do capim perducdo de feno de tifton encontrou
valores entre 93,7 a 97,2%. Renno (2003) em estodo diferentes grupos genéticos
bovinos evidenciou valores oscilando entre 90,92,63%.

Considerando a alta digestibilidade ruminal da FlgNe situa-se normalmente
entre 90 e 95% da digestibilidade total da fiby@eres 5 a 10% restariam para serem
digeridos no intestino. Dessa forma, a particadigastdao da FDN entre o riumen e o
intestino pode ser utilizada como indicio de digAmdo indicador e, assim, verificar se o
mesmo pode ou ndo ser usado em estudos de diligatibi parcial. Essa questao
constituiu o outro foco de avaliacdo deste exparime

N&o foram observadas variacdes nos fluxos omeeaidS e FDN, bem como para
as respectivas digestibilidades ruminais e intaitina interacao entre dietas e indicadores
utilizados no estudo (Tabela 5). Portanto, todosessparametros foram estimados
considerando apenas a variagdo entre indicadodEpendente da dieta. A falta de
interacdo entre indicador dieta € um fator positivo, pois demonstra o mesmo
comportamento do indicador nas diferentes dietasdas. Como pode-se observar, 0s
fluxos omasais (kg/dia e % ingerido) estimados candicador fibra em detergente neutro
(FDNi) proporcionaram maiores valores para os fuwmasais tanto de MS como de
FDN, em comparacao aos indicadores IiREnatéria seca indigestivel (MSi). As maiores
estimativas de fluxo promovidas pelo FDNi, reflatir diretamente nas digestibilidades
ruminal e intestinal, quando obtidas com este ambic. Pode-se analisar ainda, que as
digestibilidades ruminais tanto da MS como da FOftldas encontram-se bem distintas
em relagdo aos demais indicadores. Os valoresgastihilidade ruminal da FDN obtidos
com os indicadores LIPEe MSi encontram-se dentro da faixa média de dhjksade
para esta fracdo neste segmento do trato gastimalessendo essa faixa de valores

amplamente comprovada pela literatura.
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Tabela 5. Fluxos omasais de matéria seca (MSya dilm detergente neutro (FDN) obtidos
por diferentes indicadores

i Indicadores .
Parametro —==p — == EPM P
Fluxo Omasal (kg/dia)
Matéria seca 4,83 Db 527b 596 a 0,19 <0,01
Fibra em detergente neutro 201b 219b 2,47 a 0,09 <0,01
Fluxo Omasal (% ingerido)
Matéria seca 49,39 b 52,21 b 59,18a ,741 <0,01
Fibra em detergente neutro 39,95 b 42,53 b48,04 a 1,45 <0,01
Digestibilidade Ruminal (%)
Matéria seca 72,08 a 68,54 a 58,46 b ,632 <0,01
Fibra em detergente neutro 95,12 a 90,36 b81,58 ¢ 1,17 <0,01
Digestibilidade Intestinal (%)
Matéria seca 27,55 b 31,46b 4153a 2,55<0,01
Fibra em detergente neutro 4,88 c 9,63b8,42 a 1,17 <0,01

Médias seguidas de letras diferentes na linha edifepelo teste de SNK com 5% de
probabilidade

LLIPE® = Lignina isolada, purificada e enriquecida; MSnatéria seca indigestivel; FDNi
= fibora em detergente neutro indigestiveEPM = Erro padrdo da médid;Valor de
probabilidade para o efeito de indicador

Nos estudos de validacdo de indicadores de digeddide parcial, diferentemente
do que acontece nos ensaios de validacao de indesa@m ensaios de digestibilidade
total nos quais estes sdo comparados a coletadtfaizes, ndo existe um parametro real
de comparacdo, a ndo ser o método de abate dosisniBm decorréncia desta
incapacidade de validar estimativas de fluxo digesbs indicadores utilizados para este
fim tém sido avaliados com base em fundamentag@egas (Ahvenjarvi et al., 2003). Ao
considerar que um indicador passa primeiro no tintesdelgado antes de chegar ao
intestino grosso, consideramos também que a caan@etiperacdo no duodeno é provavel
quando o indicador é recuperado completamenteezas {Titgemeyer, 1997).

Quando o fluxo total da digesta para o omaso érsgfimado, a digestdo ruminal
da FDN pode ser subestimada e, de forma errbneadgrpropor¢cdo da FDN sera
considerada como digerida no intestino (TitgemeyE397). Pode-se notar que a
digestibilidade da MS quando estimada pelo FDNj46%), mostrou-se subestimada em
relacdo aos valores de 72,08 e 68,54% obtidos peldsos indicadores. Como
consequéncia dessa subestimativa, a digestibilidanenal da FDN seguiu a mesma
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tendéncia, apresentando o percentual de 81,58%asperalor este inferior aos
normalmente relatados nos ensaios de digestibdidadn ruminantes. Em contrapartida,
os indicadores LIPE e MSi proporcionaram os valores de 95,12 e 90,36%,
respectivamente, resultados que eram esperadodrtede da fracao fibrosa da dieta ser,
preferencialmente, utilizada no ramen. Analisanslaigestibilidades intestinais da MS e
FDN, pode-se verificar que, em consequéncia daaldipestibilidade ruminal obtida para
estas fracdes por meio do FDNi, os valores enabogrdoram altos (41,53 e 18,42%,
respectivamente), denotando baixa adequacdo deslecador em estudos de
digestibilidade parcial.

Sendo assim, esse parametro constitui um dos patdogrande relevancia na
avaliacdo e validacdo de um indicador de digegtdie parcial. Dessa forma, pode-se
inferir que a excecdo do FDNI, os indicadores estam de forma correta os fluxos de MS
e FDN para o0 omaso e, consequentemente, as digatlbs parciais para estas fragoes.
Zeoula et al. (2000) em estudo de avaliagcado deaddres de digestibilidade parcial para
bovinos também relataram que a FDNi subestimowaestibilidade e ndo proporcionou
resultados confidveis, em virtude das grandes ¢@em destes. Quanto ao MSi, bons
resultados com o uso deste indicador foram tambéderciados por Detmann et al.
(2001), ao fazerem uso do mesmo em estudo de ga@lde indicadores de digestibilidade
em ensaio com animais a pasto. Outros bons resslfacam também relatados por Torres
et al. (2009) e Koslozki et al. (2009).

Na analise individual de cada indicador, consid@oase os desvios-padrao para os
fluxos omasais de MS e FDNi, o indicador LfPiBi o mais preciso, apresentando valores
expressivamente menores em relacdo aos das fragdigestiveis. Seguido por ele
evidencia-se a MSi, também com razoavel precisdidzador FDNi foi aquele que
mostrou-se menos preciso dentre todos, apresentandwiores desvios. O resultado da
maior precisdo do LIPEem comparacdo aos outros indicadores pode secadplpela
auséncia de variagéo diurna, conforme citado palriBaez et al. (2006). Para Hopper et
al. (1978), flutuacdes ciclicas na excrecao dendicador, ocorrem normalmente por nao
se misturar homogeneamente na digesta ou por apaesaracteristicas cinéticas distintas

da fase da digesta a qual se pretende marcar.
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Tabela 6. Desvio-padrdo para os fluxos omasais d&ria seca (MS) e fibra em
detergente neutro (FDN) obtidos por diferentescadiores em funcao de dietas
a base de silagem de milho (SM), cana-de-acucay €Géno de Tifton (FT)

Dietas
Indicadores pP? Desvio-padréo
SM CA FT
Fluxo Omasal de MS (kg/dia)
LIPE® 4,79 4,99 4,71 0,52 0,7289
MSi 521 5,76 4,83 0,18 1,3678
FDNIi 6,13 6,33 5,42 0,18 1,4187
Fluxo Omasal de FDN (kg/dia)
LIPE® 1,93 2,18 1,92 0,41 0,6156
MSi 2,14 2,45 1,98 0,26 0,7916
FDNi 2,52 2,69 2,22 0,31 0,8836

TLIPE® = Lignina isolada, purificada e enriquecida; MSnatéria seca indigestivel; FDNi
= fibra em detergente neutro indigestivel
%Valor de probabilidade para o efeito de dieta.

Analisando as médias, considerando que o val@r@deser o mais proximo de zero
pela baixa digestibilidade intestinal de fibrasifiea-se que o LIPE e a MSi resultaram
em valores mais proximos aos desejaveis, sugenradioor exatidao.

Quando comparado o intervalo de confianca pardlw®s omasais, pode-se
verificar maiores amplitudes para o indicador F2Ni relacdo aos demais, fato que o
levou as superestimativas dos fluxos e, conseguemte, subestimativas das
digestibilidades ruminais e superestimativas dgedtibilidades intestinais, uma vez que
estas sao calculadas com base nas fragcdes estimadashegam nos respectivos
segmentos do trato gastrintestinal. Os resultaddatados nas pesquisas para esse
indicador sdo bastante divergentes. Alguns trakalReitas et al., 2002; Cezimbra et al.,
2010) obtiveram bons resultados com esse indic@ouytros (Zeoula et al., 2000; Maeda
et al., 2011) relataram que a FDNi ndo se mostioielte para esta finalidade.
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Tabela 7. Limites inferior (LI) e superior (LS) dotervalo de confianca a 95% de
probabilidade para os fluxos omasais (kg/dia) exlws por diferentes

indicadores
LIPE® MSit FDNi?
Parametro
LI LS LI LS LI LS
Fluxo Omasal da MS 4.42 5,24 473 5,79 5,33 6,59
Fluxo Omasal da FDN 1,79 2,22 1,93 2,45 2,18 2,77

"Matéria seca indigestivel
’Fibra em detergente neutro indigestivel

Quanto ao indicador MSi, bons resultados foranmbtamrelatados por Detmann et
al. (2005), ao analisarem o perfil nictemeral derdintes indicadores internos, e dentre
eles a MSi, em relagdo ao comportamento comumeggeritb para o 6xido crémico
(indicador externo). Estes pesquisadores observamaamor estabilidade para os
indicadores internos, fato justificado pelas difeges na dosagem desses indicadores nos
animais. Enquanto o oxido cromico € normalmentedoido em uma ou duas doses
diarias, os indicadores internos apresentam dosdgmmobgénea, jA que encontram-se
presentes naturalmente nos alimentos, ndo sendanfm necesséria administracdo dos
mesmos com subsequente espera por equilibrio degdac Da mesma maneira, Maeda et
al. (2011) ao avaliarem diferentes indicadores pati@nativa de fluxo omasal em bovinos
e bubalinos sugeriram a utilizacdo da MSi com psiposito em estudos com bovinos.

As limitagc6es quanto a utilizacdo dos indicadamésrnos sdo outros, destacando-se
dentre eles: tempo de incubagdo, tamanho das ylagtia serem incubadas e o material
utilizado para acondicionamento das amostras amsereubadas. O LIPE em
contrapartida, apesar de ser um indicador extessionacomo o 0xido crémico e requisitar
fornecimento, seguido de um periodo de adaptadio @de se atingir o “steady state”, ndo
apresenta o problema da variagcdo diurna de excresginumente relatado para os
indicadores externos. Fica evidente que a utilzaaéto da MSi como do LIPEcomo
indicadores em estudos de particdo da digestdoomiopam resultados coerentes e
precisos.

Diversos trabalhos (Zeoula et al., 2000; Britakt 2007; Dias, 2007; Cezimbra,
2010; Maeda et al., 2011) relataram bons resultasos a utilizacdo da técnica de

indicador unico em estudos de digestibilidade parcom diferentes respostas entre os

61



indicadores. Cezimbra (2010) ratificou o uso dedrmdicador, em virtude dos resultados
obtidos com o0 uso de indicador duplo em seu estbdte pesquisador relatou que as
respostas obtidas com a técnica do duplo indicatmstrarem-se subestimadas quando
comparadas aos valores encontrados para cadadadisaladamente. Para Dias (2007),
gue avaliou diferentes indicadores em sistema @ (ou multiplo indicador em estudos
com bovinos, tanto a FDNi, como a FDAiI e o Co-FO®idem ser utilizados como
indicadores em digestibilidade parcial, entretatsses autores recomendam o uso das

fibras indigestiveis por serem menos onerosasmeaiefacil manipulagao.

3.4 Conclusodes

As fontes volumosas influenciaram o consumo daemies das frac6es caboidratos
nao-fibrosos e FDNi proveniente da fracdo volumosa.

As dietas também influenciaram as digestibilidattéais da FDN e CNF e as
digestibilidades ruminal e intestinal da fracdo CN&ndo o rimen o principal local de
digestao destas fracoes.

Os indicadores LIPEe MSi podem ser utilizados em estudos de digédtidie
parcial, com destaque para o primeiro, em virtualendior precisdo e maior praticidade de
aplicacdo, uma vez que ndo requer incubacdo rundeabmostras no periodo pos-
experimental. A FDNi superestimou os fluxos omasemmduzindo a subestimativas de

digestibilidade ruminal e superestimativas de dig#isiade intestinal.
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Capitulo 4 — Acido 2,6-Diaminopimélico (DAPA), obtilo por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, na Quantificagéo Protéica Micrdiana de Novilhas
Alimentadas com Diferentes Fontes Volumosas

4.1 Introducéo

As necessidades protéicas dos ruminantes sdocpidas mediante absorcado de
aminodacidos no intestino, sendo que 60% destesradaéproteina microbiana sintetizada
a partir da simbiose existente entre animal e rhiota ruminal. A proteina microbiana,
cuja digestibilidade intestinal é de aproximadame85% (Storm & Orskov, 1983),
apresenta um perfil aminoacidico relativamente teorte, com a presenca de todos os
aminoacidos, incluindo os essenciais, em propongdito proxima da ideal, independente
da composicao protéica ingerida pelo animal.

Devido a importancia da proteina microbiana parmeiabolismo protéico dos
ruminantes, a quantificacdo do seu fluxo sob difieecondicdes dietéticas e fisiologicas é
fundamental para o atendimento dos requisitos enmcétidos. Com este propésito,
varios indicadores microbianos tém sido utilizadoada um com suas vantagens e
limitagdes. Esses indicadores classificam-se eerrins (Acido 2,6-Diaminopimélico -
DAPA, bases purinas, D-alanina), quando fazem pade constituicio da célula
microbiana; externosN, *S e3%P) quando sdo administrados aos animais para {are se
incorporados pelos microrganismos ruminais; e niditads (derivados de purina), que séo
moléculas ou substancias formadas, a partir dobokteno de outras.

Dentre os aminoacidos supracitados, um que melestaque é o acido 2,6-
diaminopimélico (DAPA), que foi descoberto em 130 Work, porém s6é em 1953 foi
sugerido como indicador microbiano por Synge edeemtdo, foi utilizado em diversos
experimentos para estimar a sintese de proteimalmaoa (Broderick & Merchen, 1992).
A sua quantificacdo laboratorial era realizada grmmatografia classica, no entanto, a
metodologia de andlise por apresentar uma sémgag@s acumulava muitos erros e, além
disso, era muito laboriosa, demandando grande teteptrabalho, caindo assim, em
desuso. Com a evolugdo da técnica, os métodostiemamlbaseados nesses principios
foram sendo refinados e automatizados, levandorm@ingento da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Dentre as vantagens do ClLABdem ser citadas a rapidez da

andlise, automacdo, precisdo e sensibilidade. Déssaa, foi desenvolvido um
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procedimento de separagdo e quantificacdo do &¢iddiaminopimélico (DAPA) usando
a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

No presente trabalho foi proposta a avaliacdo dferetites volumosos
suplementares com vistas a minimizacado da sazawalitbrrageira que acomete o Brasil
Central. A cana-de-agucadccharum sppfpi utilizada em fung¢éo do pico de producéo e
valor nutritivo coincidentes com o periodo de eseadle forragem. Quanto as forragens
conservadas, foram escolhidas a silagem de milio,gto teor de carboidratos soltveis,
que proporcionam um bom padréo fermentativo e @caoh no patamar de graminea ideal
e mais utilizada nos processos de ensilagem e o dentifton pelas caracteristicas
morfofisioldégicas que permitem secagem mais unigrproduzindo, assim, um feno que
mantém a qualidade e o valor nutritivo da forragessca.

Com o objetivo de quantificacdo da sintese protgigaobiana a partir do acido
2,6-diaminopimélico (DAPA) obtido por cromatografilmuida de alta eficiéncia, em
novilhas submetidas a dietas com diferentes volos)dei conduzido este estudo.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Localizacdo Experimental, Animais e Instala@s

O experimento foi conduzido na Universidade FeddeaVicosa, no Campus de
Florestal, em Florestal, Minas Gerais, e as arsllaboratoriais foram realizadas no
Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento @@técnia da Universidade Federal
de Minas Gerais (LABNUTRI/EV-UFMG). Foram utilizaslaseis novilhas mesticas de
Holandés-Zebu, fistuladas no rimen, com 480 kgede pivo médio inicial e 24 meses de
idade, mantidas em baias individuais do tipo “Tigll§ cobertas, equipadas com
bebedouros individuais, e cochos para o forneciongatdieta.

O experimento teve duracdo de 57 dias, divididogrés periodos de 19 dias. Os
animais foram pesados, identificados e vermifugamomicio do experimento e mantidos

por 13 dias em periodo de adaptacao a dieta expataie as instalacoes.

4.2.2 Dietas

Foram avaliados trés tratamentos constituidosdgerentes volumosos nas dietas

experimentais: silagem de milhdga maysL.), feno de capim-tiftonGynodon spp.e
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cana-de-agucar S@ccharum officinarum,L.). As dietas foram suplementadas com
concentrado a base de milho moido, farelo de s@eemix mineral, sendo balanceadas
para serem isonitrogenadas (14% PB), constituieddes volumoso e concentrado, na
propor¢cao 75:25, com base na matéria seca. Assdietam formuladas para atender as
exigéncias nutricionais dos animais do estudo,rstgurecomendacdes do NRC (2001).

Os ingredientes dietéticos foram pesados e madsrananualmente duas vezes ao
dia para fornecimento as 8:00 e as 16:00 horasomaaf de dieta completa, sendo o
consumo medido diariamente, permitindo-se 5 a 18%otiras diarias.

A composicao em ingredientes e quimico-bromatokdias dietas experimentais &
descrita nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentaisngradientes

| dient Dietas
ngredientes Silagem de Milho Cana-de-acgucar Feno de Tifton
% Matéria Seca

Silagem de Milho 74,1 - -
Cana-de-acucar - 73,8 -
Feno de Tifton - - 74,5
Milho Moido 16,3 - 21,5
Farelo de Soja 8,9 25,5 3,3
Minerais e Vitaminas 0,7 0,7 0,7

*Minerais e Vitaminas: 150 g de Ca; 90 g de P; 1§,8@ Mg; 15,4 g de S; 114 g de Na;
1.500 mg de Mn; 4.000 mg de Zn; 1.200 mg de Cu;rgxe Co; 90 mg de I; 38 mg de
Se; 900 mg de F; 200.000 Ul de Vit A; 50.000 UNdeD e 1500 mg de Vit E por kg de

mistura.

Tabela 2. Composicao das dietas experimentais ugmnemes

Nutrient Dietas
winente Silagem de Milho Cana-de-acUcar Feno de Tifton
% Matéria Seca
Proteina bruta 13,9 13,5 13,8
Fibra em detergente neutro 51,3 50,8 61,8
Cinzas 5,2 5,4 6,4
Extrato etéreo 2,7 1,1 2,3
Carboidratos nao-fibrosos 26,9 29,2 15,7
Nutrientes digestiveis totais 70,6 68,3 68,0
% Matéria Natural
Matéria seca 31,5 37,1 89,4
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4.2.3 Consumo

A dieta fornecida bem como as sobras de cada &niotam registradas
diariamente. O consumo diario de matéria seca (CiiS§alculado multiplicando-se o
consumo diario de matéria natural de cada alimemive os dias 14 e 19 de cada periodo,
por seu respectivo teor de matéria seca, seguidalteacdo da sobra de matéria seca.

A ingestao diaria de nutrientes por animal focaklda multiplicando o oferecido
de matéria seca de cada ingrediente por seu regptamir nutritivo. Do total de nutrientes
oferecidos foi subtraida a sobra diaria do mesntiwemte de cada animal.

Durante o periodo de coleta, amostras dos volosp@encentrados e das sobras de
cada animal foram coletadas diariamente, acondida®m em sacos plasticos e
armazenadas a -20°C. Ao final de cada periodo féedas amostras compostas para cada
alimento e para as sobras, a partir da misturaudatglades idénticas de matéria natural.

No caso das sobras, foram feitas amostras compuatasada novilha, por periodo.

4.2.4 Fluxo Omasal e Coleta de Digesta Ruminal pataolamento

Para quantificacdo do fluxo omasal, o indicadaemo LIPE® foi fornecido na
forma de céapsulas, na dose de 500 mg por noviladadiente, com dois dias para
adaptacédo acrescido do fornecimento durante toderimdo de coleta. Para a coleta de
amostras de digesta omasal, foi utilizado um cdojuwte dispositivos composto de
kitassato, tubo coletor e bomba a vacuo, confoéurita descrita por Ledo (2002). As
coletas de digesta omasal foram realizadas entrdiass 14 e 16 de cada periodo e
obedeceram ao seguinte protocolo: no primeiro @hanf feitas antes do fornecimento da
refeicdo matinal (O hora) e 6 horas apés; no segdig] 2 e 8 horas apos e no terceiro dia,
4 e 10 horas apos. As amostras de digestas onoagal tongeladas a -20°C logo apés a
coleta até serem processadas. Foram feitas amastnagostas por animal e periodo
experimental. As amostras de digesta omasal fongsgeradas em estufa de ventilagao
forcada, a 55°C por 96 horas, processadas em maimimopeneira de malha de 1 mm.
Para estimativa do fluxo de digesta omasal, fdizado como indicador o LIPE A
andlise do indicador LIPEfoi realizada em espectrofotdmetro com detectotudeno
espectro do infravermelho (FTIV) (Saliba et al.02p Os fluxos de matéria seca e demais
nutrientes nas amostras de digesta omasal foramaeksts conforme equacao de France &

Siddons (1986) para indicadores externos:
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Fluxo Omasal = Dose do iadar (mg/dia)
Concentragao do indicador (mg/g digesta)

No dia 19 de cada periodo, foi realizada a coletdigesta ruminal, 4 horas apos a
alimentacéo, para isolamento de bactérias confdéuoeica descrita por Cecava et al.
(1990). Para tanto, o contetdo ruminal foi cengafilo a 170 >y durante 5 minutos a 4°C
para separacao de solidos. O precipitado foi destrae o sobrenadante foi submetido a
uma segunda centrifugacdo a 17.009 durante 15 minutos a 4°C para precipitacdo das
bactérias. Logo apds, o sobrenadante foi elimirad® bactérias ressuspendidas com NacCl
1 M. Foi realizada entdo nova centrifugacdo a I¥ ¥@ durante 15 minutos a 4°C. O
precipitado foi recolhido com espatula e lavado @m®tona. Finalmente, esse precipitado
foi levado a estufa e submetido a secagem em tamoparde 45°C, sendo posteriormente
passado em gral com pistilo, a fim de deixar o natsob forma de po.

O fluxo de nitrogénio microbiano (N mic) na digesimasal foi obtido a partir da
relacdo entre a quantidade de DAPA na digesta dnmesa relagdo DAPA:N nos
microrganismos isolados. A eficiéncia microbianaeipressa de diferentes maneiras: g N
microbiano/kg de matéria organica degradada no muige Nmic/kg MODR), g N
microbiano/kg de carboidratos degradados no ruangenNihic’/kg CTDR) e g PB
microbiana/kg NDT ingerido (g PBmic/kg NDT).

4.2.5 Preparo das amostras para analise de DAPA
4.2.5.1 Modelo, Especifica¢cdes do Equipamento e Qhigdes Analiticas

A separacdo e quantificacdo do acido 2,6-diammeéfico foram realizadas em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Sadnu modelo LC-10AD (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao), equipado com coluna toeca ibnica e detetor de
fluorescéncia. Especificagbes do equipamento: noddieél comunicagdo CBM - 10A,
bombas LC-10AD, injetor: SIL-10A, forno: CTO-10Adetector: RF-535.

A andlise de DAPA nas amostras de péletes bautaria digesta omasal foram
feitas utilizando sistema de cromatografia pordr@mica com derivatizagdo pés-coluna
com o-ftaladeido (OPA) e deteccdo fluorimétrica. Utilizee um padrdo contendo 5,0
png/L de DL-2,6-Diaminopimélico (Fluka AG, Buchs SGuica) em tampdao citrato de
sédio pH 2,2. O softwarecCLASS-LC10 - LC Workstatiopermitiu 0 acesso aos

cromatogramas obtidos apds as analises do padré@laseamostras e também a
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determinacdo das areas dos picos relativos ao DAR%Ncentracédo final de DAPA nas
amostras foi obtida através de uma relacdo simpie® a area do padrdo e a area da
amostra conforme a seguinte expressao:

Concentracao da amostra = Concentracao do padkéeaxda amostra
Area do padrao

As condi¢Bes analiticas no sistema foram: Colurnimm-$lack Amino-Na (4,6 x 100
mm), Trap Shim-pack ISC-30/S0504 Na, fases moéveisTAampao citrato pH 3,2, B -
Tampao citrato pH 10 e C - NaOH (0,2 N), eluica@adignte vazdo 0,4 mL/min,
temperatura 60 °C e deteccado RF-20Axs Ex. 350 m¥d50 nm.

4.2.5.2 Hidrélise e Preparo dos Hidrolisados

Para o procedimento de hidrdlise, foram pesadosngOde proteina bruta das
amostras de bactéria e digesta omasal em tubossdeede 30 mL com tampa de rosca.
Em seguida, foram adicionados 10 mL de HCl 6 Nrasstéras e os tubos foram entéo
vedados e levados a estufa, onde permaneceranepod de 22 horas a temperatura de
110 = 5°C (Bernardi, 2000). ApoOs esse periodo,nagstrtas foram retiradas da estufa e
deixadas a temperatura ambiente até o esfriamPuaisteriormente, foram filtradas em
papel de filtro qualitativo e submetidas a evapioagApds esse procedimento, foram
entdo ressuspendidas em tampéo citrato com pH,baddo volumétrico de 10 mL,
completando-se o volume. Pipetou-se 1 mL dessatemes tubo de ensaio graduado,
adicionou-se tampao citrato até altura suficiensrapmergulhar o eletrodo do
potencidmetro e ajustou-se o pH da amostra parailj2ando-se para tanto, solugdes de
NaOH 4 N e HCI 0,1 N. Apds esse ajuste a amostrarémsferida para um baléo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume debBiealmente, a amostra foi
submetida a microfiltragem com o auxilio de filtigso millex 25 mm HV 0,45 pum e,
posteriormente, transferida paraveals utilizados no injetor automatico do cromatografo

liquido.

4.2.6 Analises Quimicas

As analises das amostras de alimentos, sobragestali omasal sofreram pré-
secagem a 5&, posteriormente foram moidas em moinho tipo TimWiley com

peneira de malha de 1 mm e armazenadas em reefpigldisticos. As analises dos teores
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de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), praelimuta (PB) e extrato etéreo (EE)
foram realizadas conforme recomendac¢Oes da Asswtiat Official Analytical Chemist
(AOAC, 1995). Os teores de fibra em detergente rae(RDN) foram determinados
segundo Van Soest et al. (1991).

As porcentagens de carboidratos nao-fibrosos (GNtais (CT) foram obtidas
pelas equacgdes propostas por Sniffen et al. (1@92IF = 100 — (%FDN + %PB + %EE +
%cinzas) e CT = 100 - (%PB + %EE + %Cinzas). O teonutrientes digestiveis totais
(NDT) das dietas foi calculado segundo equacacoridegelo NRC (2001), em que NDT =
%PB digestivel + %FDN digestivel + %CNF digestivel,25 * %EE digestivel.

Quanto as amostras de péletes bacterianos, aléatido 2,6-diaminopimélico,

foram feitas analises de MS e PB, segundo os piroeatbs descritos anteriormente.

4.2.7 Delineamento Experimental e Analises Estatisas

Para o estudo dos fluxos de compostos nitrogenadiss eficiéncias microbianas
por meio do &cido 2,6-diaminopimélico (DAPA), fdilzado delineamento experimental
em quadrado latino 3 x 3 duplo simultaneo, de acooin o seguinte modelo: Yijkl g+
Qi + Dj + Pk + N(i)I + eijkl, em quep = média geral; Qi = efeito do quadrado latinoji; D
= efeito da dieta j; Pk = efeito do periodo k; N§)efeito de novilha |, aninhado ao
quadrado latino i; eijkl = erro experimental indegente e com distribuicdo normal, com
média zero e variancie’. Adotou-se o LIPE como indicador do fluxo de digesta, pelos
bons resultados relatados no Capitulo 3.

Para efeito de analise estatistica, todos os dattatos foram submetidos a analise
de variancia e as médias das dietas comparadasegtdode SNK a 5% de probabilidade,
por meio do programa estatistico SISVAR (Ferr€ie®)0).

4.3 Resultados e Discussao

Na Tabela 3 encontra-se a composicao das bacigwladas do rimen. Observar-se
que os teores de DAPA sao bastante proximos paldersntes volumosos. O percentual
meédio geral de 0,25% de DAPA na MS das bactérides 4,61 para a relacdo DAPA:N,
encontra-se dentro dos limites de 0,14 e 0,44%lastgpor Clark et al. (1992), e bem
préximos da média de 0,31% citada pelos mesmogesut&m experimento avaliando
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diferentes técnicas para quantificacdo da sintéselpiana em diferentes racas bovinas
Valadares Filho et al. (1990), também relataranorvaiédio de 0,3% de DAPA na MS,
além de relacdo DAPA:N na bactéria ruminal de 4dm@®APA/g de N e de valores de N
microbiano muito semelhantes aos aqui relatadas @kark et al. (1992), a origem e a
quantidade de proteina bruta da dieta, além dacadelav:C na dieta alteram
significativamente essa relacdo. De acordo cong@taal. (1987b) e Cecava et al. (1990),
essa relacdo varia no periodo pos-alimentacao etasdiicas em concentrado. No entanto,
nao variam quando sao utilizadas dietas com attpgocdo volumosa (Dufva et al., 1982;

Olubobokun et al., 1988), fato observado no presesido.

Tabela 3. Composi¢do quimica das bactérias isoldmagmen de novilhas em funcéo de
das dietas experimentais

tem Dietas
Silagem de Milho Cana-de-acucar  Feno de Tifton
Matéria seca (%) 85,63 80,60 83,97
N microbiano (% MS) 6,01 5,55 5,97
DAPA (% MS) 0,26 0,26 0,24
DAPA (mg/g MS) 2,57 2,56 2,39
DAPA:N (mg/g N mic) 47,15 46,23 40,45

Os teores de nitrogénio microbiano de 6,01, 5,50&% para silagem de milho,
cana-de-acucar e feno de tifton, respectivamentgjaglram-se dentro do limite de 4,83 a
10,58% relatados por Clark et al. (1992) a parircompilacdo de dados da literatura.
Outra compilacao feita por Valadares Filho (199&nhaesultados de trabalhos realizados
no Brasil, mostrou variagfes de 81,1 a 95,7% paemiode matéria seca e de 5,2 a 8,7%
para compostos nitrogenados totais, limites estes tgmbém enquadram os valores
obtidos neste estudo, principalmente pelo fatoedeagar de valores obtidos em condicfes
tropicais. De maneira mais especifica, Valadark® et al. (1990) encontraram valores de
548 a 6,5% em novilhos de diferentes grupos gmgtialimentados com dietas
formuladas com silagem de milho. Em outro trabaBitya (2007) avaliando dietas com
feno de tifton e diferentes fontes protéicas panaros relataram valores medios variando
de 5,14 a 5,55%. Em trabalho ainda mais recentegkés et al. (2011) citaram valores de
N microbiano de 6,06 e 6,41 para silagem de milbare-de-acgUcar, respectivamente. No

entanto, esta composicdo pode ser alterada emd&xecondicdes limitantes do meio
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(Nocek & Russell, 1988). Esses autores sugeriram a@gl estimativas do rendimento
microbiano fossem expressas com base no teor dectértano, em vez do peso seco de
células. Para Clark et al. (1992), as variacbesamposicdo das bactérias podem ser
atribuidas as diferentes técnicas utilizadas pso#ar e determinar a composicdo das
mesmas e as proprias variagdes em sua composicao.

Na Tabela 4, estdo expressos os fluxos de congpositvogenados e a

degradabilidade da proteina da dieta.

Tabela 4. Fluxo omasal de compostos nitrogenaddsajge degradabilidade da proteina
das dietas a base de silagem de milho (SM), carme@zar (CA) e feno de

tifton (FT)
R Dietas 5
Parametro = = = EPM P
Fluxos
Nitrogénio total
g/dia 139,24 128,21 114,71 7,72 0,14
% Ingerido 64,28 46,47 939 481 0,08
NNA®
g/dia 138,46 127,22 113,98 7,71 0,14
% Ingerido 63,92 46,11 5,6 4,79 0,08
N microbiano
g/dia 87,20 99,78 75,66 48,2 0,17
% NNA 65,24 80,40 65,36 59 0,26
% N Total 64,88 79,73 64,95 6,88 0,27
Degradabilidade da Proteina
PDR' (%) 74,45 90,25 82,74 5,67 0,20
PNDR’ (%) 25,55 9,75 17,26 5,66 0,20

EPM' = Erro padrdo da médiR‘ = Valor de probabilidade para o efeito de dieta/ANh
Nitrogénio ndo-amoniacal; PDR proteina degradavel no ramen; PNBRProteina néo-
degradavel no ramen

Os fluxos de nitrogénio microbiano (N mic) ndoiaem entre os tratamentos
(P=0,17), apresentando valor médio de 87,54 g/dilux® de N bacteriano representou,
em meédia, 70,33% do fluxo de NNA omasal e 69,85% dotal nos diversos tratamentos.
N&o foi observado também efeito quanto a degradabi das dietas. Segundo Owens et
al. (1986), a producédo de N microbiano, geralmemie)enta com a elevacdo do consumo
de MS, fato numericamente observado nesse estueigun80 o NRC (2001), ha

evidéncias de que aminoacidos e, especialmentdidpep estimulam a producdo de
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microrganismos que crescem em fontes energétipidaraente degradaveis, justificativa
que se adequa ao presente estudo. Entretanto, au@ndubstratos energéticos séo
fermentados lentamente como é o caso do feno,esstaulacdo nao ocorre. O valor
meédio de 70,33% de N microbiano em relacdo ao gétrim ndo-amoniacal (NNA) no
omaso mostrou-se proximo dos valores 75,57, 738,25 % relatados por Rode et al.
(1985), Klusmeyer et al. (1990) e Berchielli et(&B95b), respectivamente. Varios fatores
podem influenciar o fluxo de proteina microbianastdcando-se dentre eles, o teor e a
solubilidade da proteina da dieta, as fontes deeNribem enddgena, a quantidade de
matéria organica digestivel da dieta, o tratamesmoqual a proteina dietética foi
submetida, bem como a absorcao de N pelo ramergtadb na forma amoniacal (Hoover
& Stokes, 1991).

Martins et al. (2006) em estudo comparativo esiteggem de milho e feno de tifton
verificaram diferengas nos parametros avaliadosteOses de MODR, assim como 0s
fluxos de N total, N microbiano e NNA foram supee® nas dietas contendo silagem de
milho em comparacdo aquelas contendo feno de titorpresente trabalho, houve apenas
uma tendéncia de superioridade, da dieta de silagemto aos fluxos de N tot&<£0,08)

e NNA (P=0,08), porém quanto ao N microbiano nenhuma difsxefoi observada
(P=0,17). Estes resultados podem ser explicades gflerencas na composi¢do quimica
(Tabela 2) das dietas, visto que a dieta de siladgmilho apresenta menor teor de FDN,
além de maior teor de carboidratos nao-fibrosogtaRtm, estes fatores podem ter
contribuido para o aumento dos referidos fluxoga paomaso. De acordo com Clark et al.
(1992), o fluxo de N microbiano para o intestinégddo resulta, em parte, do maior teor
de energia proveniente da matéria organica ferrdama rimen.

Quanto aos fluxos de N microbiano em funcédo do NiNAo N total (Tabela 4),
resultados semelhantes foram relatados por Belickiedl. (1995b), ao estudarem dietas
com diferentes relacdes V:C e, dentre elas a @l8Q&20, semelhante a utilizada neste
trabalho (75:25). Para Clark et al. (1992), poder@r diminuicdo no fluxo de proteina
microbiana para o intestino delgado, quando sézaril dietas com elevada proporcéo
volumosa, o que pode ser atribuido a deficiénciardgia prontamente disponivel e ao
aumento da reciclagem de compostos nitrogenadas peicrorganismos do ramen. O
fluxo duodenal de N microbiano das dietas contdado apresentou valor médio de 75,66

g/dia, inferior ao obtido por Guimaréaes et al. (2Q@le 100,6 g/dia, em estudo de dieta
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com relacdo V:C de 70:30, composta de feno dentitoresiduo de mandioca. Esta
diferenca pode estar relacionada a fonte de andadtiada. Segundo Zeoula et al. (2002), o
fluxo de N microbiano pode aumentar quando o méhsubstituido por fonte de amido
mais degradavel no ramen, como a mandioca. Comsidero fluxo de N total (% N
ingerido), a dieta de silagem de milho apresentelihon respostaR=0,08) com 64,28% N
total consumido alcangando o0 omaso. Para as didiase de cana e feno esses percentuais
foram de apenas 46,47 e 53,97%, permitindo infgue essas dietas proporcionaram
maiores efluxos de N do rumen. Esses resultadosnpaskr explicados pela falta de
sincronizagdo na degradacdo ruminal da proteinasecdrboidratos. No caso do feno, a
fracao fibrosa representa a principal fonte degiaaro rimen e a mesma apresenta lenta
degradacédo. Para a dieta de cana, a falta de siadedvez justifique-se pela auséncia de
nitrogénio ndo-protéico, fonte esta importante goase utiliza este volumoso na dieta,
porém ndo utilizada neste trabalho em fun¢do daabde padronizacdo quanto a fonte
protéica utilizada nos diferentes tratamentos.

As quantidades de MODR e CTDR néo sofreram infliggédas fontes volumosas,
obtendo-se valores médios gerais de 6,09 e 5,2diakglespectivamente (Tabela 5).
Berchielli et al. (1995) também néo verificaramitefelos tratamentos sobre a quantidade
de MODR e CTDR. N&do se observou também efeito detaisd experimentais sobre a
eficiéncia microbiana, quando a mesma foi expressg N mic/kg MODR, g N/kg CTDR
e g PB mic/kg NDT, cujos valores médios gerais rford6,51; 18,83; e 80,70,

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Matéria organica e carboidratos totaggatiados no ramen (MODR e CTDR) e
eficiéncia de sintese microbiana em novilhas rewbeietas a base de silagem
de milho (SM), cana-de-acucar (CA) e feno de tifen)

Dietas

A 2
Parametro = = = EPM P
MODR (kg) 6,67 6,01 5,58 0,51 0,37
CTDR (k) 5,90 4,90 485 044 023
g N mic/kg MODR 13,62 17,35 18,55 4,43 120,
g N mic/kg CTDR 15,22 21,36 19,92 4,37 0,60
g PB mic/kg NDT 72,25 90,32 79,49 12,78 620,

EPM = Erro padrao da média
P?= Valor de probabilidade para o efeito de dieta

79



No sistema CNCPS (Fox et al., 2004), o rendimeritwobiano é estimado em 40 g
de células por kg de carboidratos totais degradadaamen, valor este obtido a partir dos
requisitos de mantenca dos microrganismos e dpeatgs taxas de crescimento (Russell
et al., 1992). Estes valores apresentam satisdaagriracia para elevados fluxos de matéria
seca omasal, que sao decorrentes de planos deaonustiperiores aos do presente estudo.
Quando se trata de baixos niveis de consumo, &litgs valores superestimados para o
fluxo de N microbiano. Os valores médios encontsagara eficiéncia de sintese
microbiana em g PB mic/kg NDT foram inferiores asamendado pelo NRC (2001), de
130 g PB mic/kg NDT, independente da dieta. PaeakGét al., (1992), Dewhurst et al.
(2000) e NRC (2001), as disponibilidades rumin@sdergia e N sdo os fatores que mais
limitam o crescimento microbiano. De acordo comegsautores, para potencializar a
fermentacdo e a sintese de proteina microbianamerr, € necessaria a sincronizacao da
disponibilidade da energia fermentavel e do N d#dyral no ramen.

As dietas avaliadas ndo diferiram quanto as eficés de sintese de proteina
quando expressas em g N mic/kg MOD#=@,72), g N mic/kg CTDRHK=0,60) e g PB
mic/kg NDT (P=0,62). Os valores estimados de eficiéncia de snt@crobiana expressos
em relacdo a MODR e CTDR para a dieta de cana feranares aos valores relatados
por Silveira et al. (2009), que avaliou a influéndio N degradavel no rimen em dietas
com cana-de-agucar para novilhos. Os rendimentasgpdieta de feno foram, no entanto,
superiores aos obtidos por Silva et al. (2007), tpadalhou com feno de tifton
suplementado com farelo de soja, dentre as diesdanhtes nitrogenadas avaliadas, porém
inferiores aos resultados relatados por Berchigllial. (1995a) ao avaliar diferentes
indicadores, dentre eles o DAPA e diferentes relagdfiC, Cabral et al. (2008) ao avaliar
diferentes volumosos. Esse mesmo autor, quandaoutila silagem de milho relatou
eficiéncias levemente superiores aos resultadedasbneste trabalho.

Levando em consideragéo a disponibilidade rundeaénergia e nitrogénio como
fatores determinantes do crescimento microbiarevaeas proporcdes volumosas como a
utilizada neste trabalho (75:25), podem conduzediicdo da disponibilidade de energia e
aumento da reciclagem de compostos nitrogenados petrorganismos do rumen. Dessa
forma, a diminuicdo da passagem de proteina m@&nahpara o intestino delgado, pode ter
contribuido para os menores valores de eficiéneiaidtese de proteina microbiana neste

experimento. Portanto, a alta relacdo V:C da didibzada neste trabalho pode ter
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influenciado o crescimento microbiano, limitandoAéém disso, a semelhanca na relacéo
V:C (75:25) para todas as dietas experimentais pedeefletido na auséncia de efeito
significativo na producéo e eficiéncia microbiamdére os diferentes volumosos utilizados
neste trabalho. Para Clark et al. (1992), taxas mdgidas de crescimento microbiano sao
atribuidas a maior disponibilidade de nutrientessoaiadas a passagem mais rapida de
microrganismos para o abomaso, levando a reduc&oreljuisitos de mantenca da
microbiota ruminal e, consequente, aumento daéefiia microbiana.

Uma critica importante acerca dos trabalhos quadaln sintese de proteina
microbiana diz respeito aos céalculos dos fluxoscampostos microbianos levando em
consideragdo o percentual de nitrogénio em relag@atéria organica, em substituicdo a
matéria seca. Obviamente, eventuais contaminacéassbdctérias com solucdo salina
durante os procedimentos de isolamento podem a@ca@requando isso acontece
normalmente utiliza-se o teor de N em relacdo &mn@abrganica. Portanto, ressalta-se, a
necessidade de padronizacdo quanto a estes calomasvez que, quando baseados na
matéria seca fornecem resultados significativameliferentes tanto para os fluxos de
compostos nitrogenados como para as eficiéncia®bidnas em relacdo aquelas obtidas a
partir da matéria organica. A consequéncia disialéicil comparacao entre resultados de
diferentes pesquisas.

4.4 Conclusbes

Os fluxos de compostos nitrogenados, assim comfici@ncia de sintese protéica

microbiana mostraram-se semelhantes entre as dwdfadas.
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Capitulo 5 — Estudo da Cinética de Passagem por Bientes Técnicas, em Novilhas
Recebendo Diferentes Fontes Volumosas

5.1 Introducgéo

Para os ruminantes a fibra representa uma fragadicativa, sendo o principal
componente, na dieta desses animais, portanta@datpridade € limitada pela habilidade
em consumir e digerir a fracdo fibrosa da dietafenentacdo da fibra ocorre em um
complexo ecossistema que é influenciado por umandoca interacdo entre dieta,
populacdo microbiana e animal.

A utilizacdo do material fibroso vegetal € possam virtude do longo tempo de
retencdo das particulas alimentares no rimen. <idues alimentares podem desaparecer
do rimen por digestdo ou passagem e a partir daireoenais ingestdo. Portanto,
limitacdes fisicas podem restringir o consumo. Bxdiem detergente neutro (FDN) esta
diretamente relacionada aos efeitos de enchimemorimen. Aumentando-se a
concentracdo de FDN na dieta, através do aumenteldedo volumoso:concentrado,
ocorre uma depressao no consumo (Llamas-Lamas &€,00891; Dado & Allen, 1995).
No Brasil, em virtude da grande extensdo territ@ridas condi¢cfes tropicais favoraveis, a
producao a pasto € predominante e, portanto, @iess de volumosos séo frequentemente
utilizados nas dietas. Dessa forma, os animaisl@sianesse tipo de sistema tém sua
ingestao limitada em virtude do efeito de enchimenminal.

Sendo assim, o entendimento da dinamica ruminapaksagem reveste-se de
grande importancia. No entanto, os dados de tayaskagem disponiveis na literatura séo
mensurados por andlise da excrecao fecal de iratieadplicados em forragens intactas e
dose pulso. Embora esses dados possam ser Uteiswiar diferencas relativas entre
tratamentos, ndo permitem predizer a digestibibddas fracées do alimento. Em modelos
como o CNCPS (Fox, ) e o NRC (2001), a degradpgdigica no ramen, por exemplo, é
predita usando taxas de degradacao de fracdescpsotadividuais e taxas de passagem
do alimento inteiro, derivadas a partir de expentog usando indicadores externos
mordantados. Isto é problemético em virtude daelifga na degradabilidade das fraces e
tamanho de particulas, fator este responsavel iferedcas na taxa de passagem para as

varias fracdes do alimento.
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Portanto, os indicadores externos mordantadopodem ser usados para mensurar
taxas de passagem das diferentes fragées do atin@niso da mesma taxa de passagem
para todas as fracoes do alimento subestimara estiifjdade ruminal das fracdes
soluveis e de pequenas particulas que tem taxpassagem mais rapidas e superestimara
a digestibilidade ruminal das grandes particulas gpresentam taxa de passagem mais
lenta.

Diante desse contexto, o presente trabalho objetstudar a cinética de passagem
comparando a técnica de indicadores, representaagela fibra mordantada com cromo,

e a técnica de esvaziamento ruminal.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Localizagao Experimental, Animais e Instala@s

O experimento foi conduzido na Universidade FeddeaVicosa, no Campus de
Florestal, em Florestal, Minas Gerais, e as argllaboratoriais foram realizadas no
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento @®técnia da Universidade Federal
de Minas Gerais (LABNUTRI/EV-UFMG). Foram utilizaslaseis novilhas mesticas de
Holandés-Zebu, fistuladas no rimen, com 480 kgede pivo médio inicial e 24 meses de
idade, mantidas em baias individuais do tipo “Ti@ll§ cobertas, equipadas com
bebedouros individuais, e cochos para o fornecionéatdieta.

O experimento teve duracdo de 57 dias, divididodrés periodos de 19 dias. Os
animais foram pesados, identificados e vermifugamomicio do experimento e mantidos

por 13 dias em periodo de adaptacdo a dieta expetdie as instalacoes.

5.2.2 Dietas

Foram avaliados trés tratamentos constituidosdgerentes volumosos nas dietas
experimentais: silagem de milhdga maysL.), feno de capim-tiftonGynodon spp.e
cana-de-agucar S@ccharum officinarum,L). As dietas foram suplementadas com
concentrado a base de milho moido, farelo de s@eemix mineral, sendo balanceadas
para serem isonitrogenadas (14% PB), constituieddes volumoso e concentrado, na
proporcao 75:25, com base na matéria seca. Assdietam formuladas para atender as

exigéncias nutricionais dos animais do estudo,rstmrecomendacdes do NRC (2001).
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Os ingredientes dietéticos foram pesados e madsrananualmente duas vezes ao
dia para fornecimento as 8:00 e as 16:00 horasomaaf de dieta completa, sendo o
consumo medido diariamente, permitindo-se 5 a 18%otiras diarias.

A composicdo em ingredientes e quimico-bromatobbdias dietas experimentais €

descrita nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentaisngradientes

| dient Dietas
ngredientes Silagem de Milho Cana-de-acgulcar Feno de Tifton
% Matéria Seca

Silagem de Milho 74,1 - -
Cana-de-acucar - 73,8 -
Feno de Tifton - - 74,5
Milho Moido 16,3 - 21,5
Farelo de Soja 8,9 25,5 3,3
Minerais e Vitaminas 0,7 0,7 0,7

*Minerais e Vitaminas: 150 g de Ca; 90 g de P; 1§, 88 Mg; 15,4 g de S; 114 g de Na;
1.500 mg de Mn; 4.000 mg de Zn; 1.200 mg de Cu;rhgxle Co; 90 mg de I; 38 mg de
Se; 900 mg de F; 200.000 Ul de Vit A; 50.000 UNieD e 1500 mg de Vit E por kg de

mistura.

Tabela 2. Composicao das dietas experimentais ugmnemes

Nutrient Dietas
uiriente Silagem de Milho Cana-de-acUcar Feno de Tifton
% Matéria Seca
Proteina bruta 13,9 13,5 13,8
Fibra em detergente neutro 51,3 50,8 61,8
Cinzas 5,2 5,4 6,4
Extrato etéreo 2,7 1,1 2,3
Carboidratos nao-fibrosos 26,9 29,2 15,7
Nutrientes digestiveis totais 70,6 68,3 68,0
% Matéria Natural
Matéria seca 31,5 37,1 89,4

5.2.3 Consumo

A dieta fornecida bem como as sobras de cada &niotam registradas

diariamente. O consumo diario de matéria seca (CiiSgalculado multiplicando-se o
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consumo diario de matéria natural de cada alimemtve os dias 14 e 19 de cada periodo,
por seu respectivo teor de matéria seca, seguidaliteacdo da sobra de matéria seca.

A ingestao diaria de nutrientes por animal focakda multiplicando o oferecido
de matéria seca de cada ingrediente por seu regptazir nutritivo. Do total de nutrientes
oferecidos foi subtraida a sobra diaria do mesntoemte de cada animal. O consumo de
nutrientes digestiveis totais (NDT) das dietascidculado segundo equacéo descrita pelo
NRC (2001), em que NDT = %PB digestivel + %FDN dtgel + %CNF digestivel +
2,25 * %EE digestivel.

Durante o periodo de coleta, amostras dos volosp@encentrados e das sobras de
cada animal foram coletadas diariamente, acondida®m em sacos plasticos e
armazenadas a -20°C. Ao final de cada periodo féedas amostras compostas para cada
alimento e para as sobras, a partir da misturaudetglades idénticas de matéria natural.

No caso das sobras, foram feitas amostras compustasada novilha, por periodo.

5.2.4 Técnica de Indicadores

Entre os dias 11 e 17 de cada periodo foram realizeoletas de fezes diretamente
no reto para avaliar a curva de excrecéo fecaressejuentemente, a cinética de passagem
de particulas. Entre os dias 17 e 18 foram reaza$ coletas de liquido ruminal para
avaliacdo da cinética de passagem de fluidos. Rartm, foram utilizados a fibra
mordantada com cromo, para avaliar a taxa de passaly particulas fibrosas e o
complexo de Co-EDTA para fluidos.

O preparo destes indicadores foi feito conformeritespor Udén et al. (1980). As
doses utilizadas foram de 100 g de silagem de mdhoa-de-acucar ou feno de tifton
mordantados, que foram acondicionados em saco jpiel da celulose, conforme cada
tratamento e 15g de Co-EDTA, sendo fornecidos ege dmica. As fibras mordantadas
foram colocadas diretamente no rimen dos animasfistula ruminal, imediatamente
antes do fornecimento da refeicdo matinal do prioneia de coleta referente a cada
avaliacdo. Procedimento semelhante foi adotado amdicador de fase liquida, que foi
previamente diluido em 300 mL de agua e entao dhfiancom auxilio de funil e sonda na
porcao ventral do ramen.

As coletas de amostras de fezes para a curvactdecér fecal do cromo mordente,
para avaliacdo da taxa de passagem de particuéas feitas nos seguintes horarios: 0, 6,
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12, 24, 36, 48, 72, 96, 120 e 144 horas apoés fonmeeto do indicador. Foram coletadas
aproximadamente 200 g de fezes em cada horariofogae acondicionadas em sacos
plasticos identificados e imediatamente congelada®FC. Posteriormente, as amostras
fecais e as fibras mordantdas foram analisadosgpactrofotometria de absorcéo atdmica
com chama de acetileno, a fim de quantificar o t®rcromo, conforme metodologia

descrita por Williams et al. (1962). J4 as amosteakquido ruminal para estimar a taxa de
passagem de fase liquida foram coletadas nos bedei 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20 e 24
horas apds a introducdo dos indicadores na qudsetide aproximadamente 100 mL,

sendo previamente filtradas em tecido de algodéo.

No final de cada periodo, essas amostras foramodgsladas a temperatura
ambiente e secas em estufa com circulagdo forgada, i 5%, moidas em moinho tipo
Willey, em peneira de 1 mm, e armazenadas em fadeoplastico identificados. O
método de Williams et al. (1962) foi utilizado réetermina¢des de cromo das fezes, para
estimativa da curva de excrecéo das fibras mordastaisando-se espectrofotometria de
absorcao atdmica, com chama de acetileno.

Os parametros da cinética de fluxo da fase solmlaumen-reticulo e no ceco-célon
proximal foram estimados pelo processo iterativaldoritmo Marquardt, com auxilio do
procedimento para modelos ndo-lineares (PROC Nlddl)programa estatistico SAS
(2006), segundo os modelos descritos pelo modepmrencial bicompartimental de
Grovum & Williams (1973) de expressado gerak; ¥ A * e K xETN 2 A # glK o« TD] napq
t>TT e Yo, = 0 para t<TT, em quecy= concentracao do indicador nas fezes no tempo “t”
A = parametro de escala, indefinido do ponto d&aslogico; K = taxa de passagem de
particulas no ramen-reticulo; t = tempo de amostragl T = tempo de transito no omaso e
intestinos delgado e grosso ou ainda ao tempousnodndicador apareceu pela primeira
vez nas fezes; e J& taxa de passagem de particulas no ceco-coloxinpab Para
obtencdo dos parametros de cinética de fase ligasdeurvas de concentracao ruminal do
cobalto foram ajustadas ao modelo exponencial ompestimental de Hungate (1966),
citado por Colucci (1984), de expressdo geras Y= A * e ™ * 1) em que: ¥ =
concentracdo do indicador, no tempo “t”; A = coricagiio de equilibrio do Co; k = taxa
de passagem ou de diluicdo do Co (%/h); e t = tesppaamostragem, adotando-se
procedimento semelhante ao exposto anteriormenta pmética de passagem de

particulas.
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Os parametros da dindmica da fase liquida fordoulealos conforme Colucci et al.
(1990). O tempo de reciclagem ou retencdo (h) meenireticulo foi calculado como a
reciproca da taxa de passagem da fase liquidanmenr(k); O volume de fluido ruminal
(L) foi estimado a partir da relacéo entre a quate de Co administrada (mg) e o valor
de A (mg/L) estimado pelo modelo. A taxa de regjem (8 de vezes/dia) da fase liquida
ruminal foi calculada conforme Maeng e Baldwin (BPZomo 24/TRRR. A taxa de fluxo
(L/h) foi calculada como o produto entre o volune ltquido ruminal (V) e taxa de
passagem da fase liquida no ramen (k). O tempedalelagem (h) foi calculado como a

reciproca da taxa de passagem da fase liquidanmenr (k).

5.2.5 Técnica do Esvaziamento

No dia 19 de cada periodo de coleta foi feitov@eiemento total do rumen, quatro
horas apos o fornecimento da refeicdo da manhd,moito de se determinar as taxas de
ingestéo, passagem e digestdo dos nutrientes dedoid, conforme modelo proposto por
Robinson et al. (1987). Para estudo da cinéticaimainpela técnica de esvaziamento
ruminal, toda a digesta ruminal foi retirada, pesadfinalmente aferido o volume ruminal
em procedimento totalmente manual. Em seguida, doctntetdo ruminal foi filtrado em
tecido de algoddo para separacdo das fracBes selilguida, que foram pesadas
separadamente, sendo posteriormente retiradas rasal&t cada fase da digesta ruminal
para para determinacdo dos teores de MS, MO, FDBINnADN. Para determinacdo da
fibora em detergente neutro indigestivel (FDNi), atreis de todos o0s volumosos,
concentrados, sobras, digestas ruminal e omagales foram incubadas no rimen de um
animal durante 240 horas conforme sugerido por |Cetsal. (2008), usando sacos TNT
100g/cnf. Apés a amostragem, as diferentes fases foramnmawe misturadas e
devolvidas ao ramen.

A taxa de ingestéo (ki) foi calculada pela relagéa@onsumo diario de matéria seca
ou dos componentes pelo respectiva massanal, e a taxa de passagem (kp) foi obtida
pela relacdo entre os fluxos omasais de matéria secdos nutrientes pelo contetdo
ruminal. Os fluxos omasais por sua vez, foram estos utilizando-se como indicador a
fibora em detergente neutro indigestivel (FDNi). tAgas de digestdo (kd) foram obtidas

pela diferenca entre as taxas de ingestao e passage
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Levando em consideracao as bases conceituais delonaroposto por Robinson et
al (1987), propde-se a obtencdo de um parametextlema importancia nos estudos de
nutricdo de ruminantes que € o tempo de retencésseDforma, sugere-se que 0 mesmo
seja obtido pelo inverso da taxa de passagem. €s@pa@inda, a obtencado da taxa de
passagem intestinal através da relagdo entre awans o fluxo fecal de cada fragcéo e, de
outra forma, a obtencdo do tempo de retencéo imagtor meio da reciproca da taxa de
passagem do referido segmento. A ultima propossaedestudo diz respeito ao tempo
meédio de retencdo nos dois compartimentos, a sidoopela soma dos tempos de

reten¢c&o nos dois compartimentos.

5.2.6 Analises Quimicas

As analises laboratoriais foram conduzidas no Latidoio de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Feder&llidas Gerais (LABNUTRI/EV-
UFMG). As amostras de alimentos, sobras, digestasahe ruminal e fezes sofreram pré-
secagem a 5&, posteriormente foram moidas em moinho tipo TimWiley com
peneira de 1 mm e armazenadas em recipientescpigtara realizacdo das analises
quimicas. Foram determinados os teores matéria(M8p proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE) segundo o AOAC (1995). As cinzas fordaterminadas através da
incineragcdo das amostras em mufla a 600°C por lwtas. As analises de fibra em
detergente neutro (FDN) foram realizadas conforoaita descrita por Van Soest et al.
(1991). As porcentagens de carboidratos nao-filsr¢SIF) e totais (CT) sera obtida pelas
equagles propostas por Sniffen et al. (1992): CNR0OO — %FDN — %PB — %EE —
%Cinzas) e CT = 100 (%PB + %EE + %Cinzas).

5.2.7 Delineamento Experimental e Analises Estatisas

Para o ensaio de cinética de passagem foi utilipadaelineamento experimental
em quadrado latino 3 x 3 duplo simultdneo, com 13opes e 3 tratamentos (silagem de
milho, cana-de-acgucar e feno de tifton) para estladotécnicas isoladamente.

Para a comparacdo de técnicas foi utilizado umneaiento experimental em
quadrado latino 3 x 3 duplo simultaneo, em esqudmaarcela subdividida, sendo a
parcela constituida pelos volumosos (silagem deanicana-de-agucar e feno de tifton), e

a subparcela as técnicas (indicadores, esvaziamantoal).
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Para efeito de analise estatistica, todos os daut@os foram submetidos a analise
de variancia, com as médias dos tratamentos codgmpelo teste de SNK e as técnicas
pelo tests “t” ao nivel de 5% de probabilidadeaats do programa SISVAR (Ferreira,
2000).

5.3 Resultados e Discussao

Os resultados relativos a estimativa da taxa deggem de fluidos, do tempo de
retencdo no ramen, da taxa de reciclagem da fgséldi ruminal, do volume total e
também em funcéo do peso vivo sédo apresentadoab®dal3. Como se pode observar, 0s
parametros de cinética de passagem de fase ligdiolavariaram em funcdo das dietas
experimentais. Os valores estimados para a passagédimdos de 10,23, 8,95 e 8,39%/h
para as dietas de silagem de milho, cana-de-aedeao de tifton, respectivamente, foram
préximos as médias de 10,80 e 10,18% para niveddtae baixo consumo apresentadas
por Firkins et al. (1986). Outros resultados seardis foram citados por Berchielli et al.
(1996), ao trabalhar com diferentes proporcdes motas em dietas para novilhos,
obtendo valor médio de 8,33 e Carey et al. (1998) apteve taxa de 10,1%/h. Owens &
Goetsch (1988) relataram taxas de passagem dedldiel 8,2% em dietas com proporcao
de concentrado na dieta variando entre 0 e 50%itr&tmalho com dietas a base de cana e
silagem de milho e mesma proporcdo volumosa doeptestrabalho, Dias (2009)
evidenciou taxas de 6,74 e 8,62%, respectivamaet®jltados estes inferiores aos
normalmente relatados para dietas com alta rel&&o inclusive no presente estudo.
Evans (1981) e Goetsch & Galyean (1982) relatanaenagtaxa de passagem de fluidos foi
maior em dietas com alta propor¢céo de forragemin@gi995) mencionou que, em geral,
animais alimentados com volumosos apresentam msai@weas de passagem da fase
liguida que animais alimentados com concentradetgndo este fato aparentemente

relacionado a maior producéo salivar.
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Tabela 3. Cinética de passagem de fase liquidarato gastrintestinal de novilhas
recebendo dietas a base de silagem de milho (SiM§-de-acucar (CA) e feno
de Tifton (FT), mensurada com o indicador Co-EDTA

Dietas

A 3

Parametros = o = EPM P
Taxa de Passagem (%/h) 10,23 8,95 8,39 1,190,55
Tempo de Retencéao (h) 11,14 11,26 12,48 1,35 40,7
Taxa de Reciclagem (vezes/dia) 2,45 2,15 2,01 0,28 0,55
Volume (L) 101,15 94,60 101,08 9,07 0,84
Volume (% PV) 22,07 19,92 21,82 2,06 0,73
Taxa de Fluxo (L/h) 9,88 8,32 8,67 1,19 ,640

"EPM= Erro padrdo da média
2Valor de probabilidade para o efeito de dieta

O valor médio estimado para a taxa de reciclagerfase liquida ruminal de 2,21
vezes/dia, foi similar ao valor de 2,00 relatado Berchielli et al. (1996) e aos resultados
observados por Carey et al. (1993), ao avaliaragietom feno para novilhos com
diferentes fontes suplementares. Na metodologlzada, o Co-EDTA superestimou o
volume de liquido ruminal, que foi, em média, 98,940orrespondendo a 21,27% do peso
vivo das novilhas, situando-se portanto, dentrdirdde de 15 a 21% relatado por Owens
& Goetsch (1986). Entretanto, € importante ressaipge, ao considerarmos as dietas
isoladamente, verificamos que os volumes obtidoa pa dietas de silagem de milho e
feno de tifton, foram levemente superestimadasa Baducci et al. (1990), o volume de
liguido ruminal é reduzido com o aumento na profome concentrado da dieta, portanto,
pode-se inferir que em dietas com alta proporcaeotiemoso, os volumes tendem a ser
mais altos. Quando o volume foi obtido pela técuieasvaziamento os resultados foram
inferiores, com média de 76,42 L, aos obtidos coBo-EDTA e enquadraram-se dentro
do limite supracitado, observando-se uma média8%,guando expresso em funcdo do
peso (Tabela 4), valor que corresponde ao menoeipieral dentro da amplitude citada por
Owens & Goetsch (1986). A diferenca entre as dé@sidas pode ser bem evidenciada na
Tabela 7, onde as mesmas sdo comparadas e a aegiigta com a técnica de
esvaziamento mostra-se significativamente diferentmom valor inferior. Levando em
consideracao a premissa de Owens & Goetsch (12&6jrgta dos limites de capacidade
ruminal em funcdo do peso vivo e o volume obtidm @técnica de evacuacao, pode-se

inferir que o indicador Co-EDTA superestima o voiuraminal.
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Na Tabela 4 sdo mostradas as taxas de ingestsgagesn e digestdo da matéria
seca(MS), matéria organica (MO), matéria organiga-FDN (MOnFDN) e fibra em

detergente neutro (FDN) para as diferentes dietas.

Tabela 4. Taxas de ingestédo, passagem e digesidosobm novilhas recebendo dietas a
base de silagem de milho (SM), cana-de-acucar (€Agno de Tifton (FT)
através da técnica de esvaziamento ruminal

Dietas

A 1 2
Parametros M A = EPM P
Taxa de Ingestéo (%/h)
Matéria Seca 7,72 6,56 6,07 0,43 0,07
Matéria Organica 8,56 7,05 6,58 ,520 0,06
Matéria Organica ndo-FDN 1730 17,65 10,32 0,84 <0,01
Fibra em Detergente Neutro 5,90 4,52 5,51 0,47 0,16
Taxa de Passagem (%/h)
Matéria Seca 4,43 4,08 348 0,23 0,05
Matéria Organica 3,82 3,37 2,87 0,22 0,05
Matéria Organica ndo-FDN 739 6,93 534 0,37 0,02
Fibra em Detergente Neutro 2,78 2,44 2,17 0,26 0,30
Taxa de Digestéao (%/h)
Matéria Seca 3,28 2,53 2,59 0,44 0,45
Matéria Organica 4,73 3,68 3,70 0,48 0,27
Matéria Organica ndo-FDN 1041 10,72 498 0,94 0,005
Fibra em Detergente Neutro 3,12 2,08 3,34 0,46 0,17

Médias seguidas de letras diferentes na linha edifepelo teste de SNK com 5% de
probabilidade

' EPM= Erro padrdo da média

2Valor de probabilidade para o efeito de dieta

Avaliando as taxas de ingestdo da MS, MO, MOnFd €DN, observa-se que as
mesmas nao diferiram entre as dietas, com excegdoaddao MONnFDN, cujos valores
foram maiores para a silagem de milho e para a-deregucar, refletindo a riqueza em
fracOes solluveis para estes volumosos. As taxgaskagem da MS e MO foram maiores
para a silagem em comparacdo com o feno. Quamnacaocf MOnNFDN a menor taxa de
passagem foi verificada para a dieta defeno dentiftAs dietas também nédo exerceram
efeito sobre as taxas de digestdo, a excecdo daoffdOnFDN cujas respostas foram
maiores para as dietas de silagem e cana, reftetirads uma vez o grande percentual em

fracOes soluveis, principalmente carboidratos mdim$os para essas dietas.
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Em relagdo aos conteudos ruminais total, liquidia® diferentes fragcbes néo foi
verificada nenhuma diferenca entre as dietas (dabelQuanto a fragdo FDN apesar da
falta de poder estatisticB<£0,29) para detectar diferenca entre as dietag-pédbservar
uma discreta diferenca numérica entre elas, corregmialores para as dietas de cana e
feno. Teores elevados de FDN de forrageiras gerdétém mostrado correlagdo negativa
com consumo de matéria seca devido a menor tapasagem de particulas, o que pode
proporcionar a distens&o do rimen e o enchimesitof(Forbes, 1995). E bem evidente a
menor taxa de passagem para a fracdo FDN em relagsddemais (Tabela 4),

comprovando a teoria deste pesquisador.

Tabela 5. Digesta ruminal de novilhas recebendtaslia base de silagem de milho (SM),
cana-de-acucar (CA) e feno de Tifton (FT)

. Dietas 1 2

Nutriente M CA = EPM P
Volume Total (L) 74,33 78,17 76,75 2,37 0,54
Volume (%PV) 15,50 15,89 15,95 0,59 0,85

Conteudo Ruminal (kg)

Total 53,17 56,17 54,17 2,47 0,69
Liquido 47,10 49,63 47,70 2,08 0,68
Matéria Seca 5,90 6,55 6,61 0,39 041
Matéria Organica 5,08 5,76 573 0,38 0,39
Matéria Organica ndo-FDN 1,21 1,16 1,32 0,07 0,33
Fibra em Detergente Neutro 3,86 4,61 4,41 0,32 0,29

"EPM= Erro padrdo da média
2Valor de probabilidade para o efeito de dieta

A capacidade de enchimento, por sua vez, depengesb e volume da digesta,
bem como da taxa de fluxo desta num dado segm@niomen é geralmente relacionado a
um local no trato gastrintestinal em que a disterig@ita a ingestdo em dietas de alto
enchimento, como a do presente estudo, emboranewédésugiram que a distensdo do
abomaso pode também limitar o consumo. Dentro desstexto, a fracdo FDN, por
apresentar uma passagem mais lenta que outrostuionss dietéticos, tem um melhor
efeito de enchimento ao longo do tempo que compeseméo fibrosos do alimento e
portanto, constitui o melhor preditor do consuneontatéria seca. De acordo com Allen
(1996) os processos de degradacao e transito deseavaliados de forma integrada, no
sentido de que a medida que se amplia a velocidiedeitilizacdo dos compostos

potencialmente degradaveis pelos microrganismdsizese 0 tempo necessario para que a
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particula alcance a faixa de densidade especifipazcde habita-la para passagem ao
segmento posterior. Entretanto, muitos outros éstafetam o enchimento, incluindo
tamanho de particula, freqiéncia de mastigacagiliffade da particula, taxa de
fermentacdo da FDN potencialmente digestivel ectanigticas de contracao reticular.
Quanto a cinética de passagem de particulas,ar@dm fobservadas diferencas na
interacdo entre dietas e técnicas. Dessa formamf@valiados apenas os efeitos dieta e
técnica isoladamente. As estimativas das taxas adsagem de particulas, para os
diferentes volumosos, nos segmentos ruminal etinésbem como seus respectivos

tempos de retencdo e o tempo médio de retencdotesmmese apresentadas nas Tabelas 6

e’.

Tabela 6. Cinética de passagem de particulas twogaatrintestinal de novilhas recebendo
dietas a base de silagem de milho (SM), cana-deaagCA) e feno de Tifton

(FT)

Dietas

~ 2
Parametros = = = EPM P

Taxa de Passagem Ruminal (%/h) 3,37 2,99 2,82 0,28 0,40
Taxa de Passagem Intestinal (%/h) 10,22 9,14 259, 0,49 0,28

Tempo de Retencao Ruminal (h) 33,14 3595 8439, 2,84 0,29
Tempo de Retencdao Intestinal (h) 10,77 11,67 4,06 1,13 0,16
Tempo Médio de Retencéo (h) 43,92 47,62 53,90 3,180,13

Médias seguidas de letras diferentes na linha edifepelo teste de SNK com 5% de

probabilidade
EPM= Erro padrdo da média
ZValor de probabilidade para o efeito de dieta

As taxas de passagem ruminal e intestinal (TPRI® &ssim como os respectivos
tempos de retencdo foram estatisticamente igudie es dietas. O tempo médio de
retencdo (TMR) também néo diferiu entre as dietgesar da tendénci®=0,13) de
superioridade observada para a dieta de feno eapaelas demais. Resposta levemente
superior a observada neste trabalho para o fenecel&dada por Ribeiro et al. (2001b) ao
avaliar diferentes idades de rebrota, ocasido eenagwalor médio encontrado foi de
3,2%/h. Em outro trabalho, Martins et al. (2006)ifimu taxas de passagem ruminal de
3,40 e 3,02, respectivamente para a silagem deonailieno de tifton, respostas que
condizem com os valores aqui encontrados. Ja Gaxtalet al. (2004), estudando niveis
crescentes de substituicdo de feno de tifton pegesn de milho observaram os valores
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4,00 e 4,40%/h, correspondentes a dietas com 1@%rb ou de silagem, taxas estas
superiores as encontradas neste estudo.

Quanto ao TRR, Martins et al. (2006) verificoutdalhar com silagem de milho e
feno de tifton os tempos 31,64 e 33,46 horas, otispenente, valores estes inferiores aos
do presente estudo. Esse mesmo autor relatou aahal@s inferiores para o TRl e TMR
em relacdo ao presente trabalho. Segundo Mertdfly &.982), as cinéticas de transito e
de passagem estariam relacionadas, principalmesmigivel de consumo, a forma fisica da
dieta, as diferencas na ruminacdo entre animaistipmo de indicador utilizado na
determinacao da curva de excrecéo fecal, a reMg@ie aos fatores climaticos.

No que diz respeito & comparagdo das técnicast@@ms parametros, podemos
evidenciar menor taxa de passagem no rumen e maiontestino quando utilizada a
técnica de esvaziamento. Consequentemente, os sed@poetencdo ruminal e intestinal
obtidos a partir desta técnica, mostraram-se ngmenor, respectivamente, em relagcdo a
técnica do indicador, uma vez que a taxa de passagliencia diretamente no tempo de
retencdo. Uma menor TPR foi também evidenciad&pean et al. (2010) ao fazer uso do
esvaziamento em comparacao a curva de excrecamlidador. Uma possivel explicacéo
para este fato é que a taxa de passagem estinpaataralo esvaziamento inclui no tempo
de retencdo um grande contetdo de particulas, etoggae a taxa quando estimada a
partir da cinética do indicador representa o tem@aoetencdo de pequenas particulas no
compartimento. Quanto ao TMR, a resposta obtida aotécnica de esvaziamento foi

superior, registrando o tempo de 51,91 horas.

Tabela 7. Cinética de passagem no trato gastiiméste novilhas obtidas por diferentes

técnicas
Técnica
Parametros - . EPME  P?
Indicador Esvaziamento
Volume (L) 98,94 76,42 3,68 0,0007
Taxa de Passagem Ruminal (%/h) 3,66 2,48 0,12 <0,001
Taxa de Passagem Intestinal (%/h) 7,40 11,76 0,04 0,01
Tempo de Retencdo Ruminal (h) 29,59 43,03 2,84  0,0006
Tempo de Retencdao Intestinal (h) 15,45 8,88 0,95 0,0003
Tempo Médio de Retenc&o (h) 4504 51,92 1,44 0,004

Médias seguidas de letras diferentes na linhaatifgpelo teste de teste “t” com 5% de
probabilidade
1EPM= Erro padrdo da médiayalor de probabilidade para o efeito de técnica
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O tempo de retencdo médio (TMR) estimado a pediccurvas descendentes de
excrecao de indicadores, assim como verificadoeneabalho, tem se mostrado inferior
quando em comparacao aos dados obtidos de foreta ém estudos de abate (Walz et al
., 2004). Dessa forma, acredita-se que este paaupeando obtido através da técnica de
esvaziamento, que também constitui uma forma diletaensurar a cinética de passagem,
forneceria informacées biologicamente mais rele&ri importante ressaltar no entanto,
gue a técnica de esvaziamento apresenta algunsvemientes e, dentre eles o fato de que

a cinética é determinada para a dieta total e aéipgredientes individualmente.

5.4 Conclusbes

A cinética de passagem de fluidos e particulas foa@fetada pelas dietas. O
indicador Co-EDTA tende a superestimar o volumeimaimDessa forma, em estudos que
contemplem o esvaziamento ruminal a obtencdo demsemetro deve ser feita a partir
dessa técnica. Ressalta-se ainda, que a técnicadidador ndo pode ser eliminada dos
ensaios de cinética de passagem de fluidos, umquesgua utilizacdo é imprescindivel na
obtenc¢éo dos demais parametros neste tipo de estudo

A cinética de passagem quando avaliada pela seatecesvaziamento ruminal
possibilita um estudo especifico para cada fragaalichento. A técnica de esvaziamento
ruminal permite ainda uma avaliagdo detalhada de t conteddo do riumen, como
volume e pesos da digesta. Dessa forma, o estudondtica de passagem, pode ser
entendido de uma maneira integrada com os fatoteesecamente relacionados com 0s

efeitos de enchimento.
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