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AVALIACAO NUTRICIONAL DAS TORTAS DE ALGODAO E GIRASSOL POR
MEIO DA TECNICA IN VITRO DE PRODUCAO DE GASES

RESUMO - Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de niveis (0; 7; 14; 21 e
28 % na matéria seca - MS) da torta de algodao (TA) e de girassol (TG) na dieta de
ovinos em confinamento sobre os pardmetros cinéticos in vitro da produgdo de
gases, assim como utilizar esses parametros para predizer a digestao total da MS da
dieta e confrontar essas estimativas com os valores observados nos animais via
simulacédo. As incubacgdes in vitro ocorreram simultaneamente aos dois experimentos
in vivo, nos quais foram usadas dietas (relacdo volumoso:concentrado de 40:60),
contendo os niveis de TA e TG, por meio de delineamento em quadrado latino 5 x 5.
No experimento in vivo foram usados cinco ovinos canulados no ramen, que foram
os doadores de fluido ruminal para as incubacgdes in vitro, e de onde foram obtidos
os dados de digestdo da matéria organica (MO) total da dieta. Nas incubacdes in
vitro avaliaram-se os efeitos de dieta, animal e periodo, sendo incubadas as
mesmas dietas e ingredientes do experimento in vivo. A partir dos parametros
cinéticos obtidos pelo uso da técnica in vitro de producdo de gases (TIVPG) e a
composicdo das dietas experimentais, estimou-se a digestdo da MS para as dietas
experimentais. O aumento dos niveis de TA na dieta causou reducdo da producao
de gas total (GT) para os alimentos avaliados, e reducdo da producdo de gas da
fracdo de rapida degradacao (Vf,) para o farelo de soja (FS), TA e silagem de milho
(SM), e da producéo de gas da fracdo de lenta degradacao (Vf,) para o FS e SM. As
taxas de digestdo (c; e ¢,) foram influenciadas de forma cubica pelos niveis de TA,
exceto c; para FS. O aumento dos niveis de TG na dieta causou reducdo da
producdo de GT para milho moido (MI), TG e SM. Reducao de Vf, para FS e SM, e
de Vf, para FS e TG. Taxas de digestdo c; foram influenciadas de forma linear e
guadratica pelos niveis de TG respectivamente para FS e SM, e ¢, de forma linear
para FS e cubica para TG e SM. Observou-se efeito de animal (Vf;, Vf,, e GT) e
periodo (laténcia - L e Vf,) sobre os parametros cinéticos. A dieta do animal doador
de inéculo, o animal e o periodo experimental tanto para TA quanto para TG, afetam
0S parametros cinéticos in vitro da producdo de gas e, devem ser considerados
nesses tipos de experimentos. A simulacédo dos valores preditos e observados para
a digestdo da MO indicou semelhanca para os niveis de TA, mas 0 mesmo
comportamento nao foi observado para os niveis de TG, mas quando foram usados
os dados em conjunto ndo houve diferenca entre valores preditos e observados.
Conclui-se que TIVPG pode ser usada para avaliar a digestao total de dietas, por
apresentar elevada sensibilidade a variagcdo da composicédo das mesmas.

Palavras-chave: parametros cinéticos, ovinos, nutricdo animal, Gossypium
hirsutum, Helianthus annuus.



NUTRITIONAL EVALUATION OF COTTONSEED AND SUNFLOWER CAKES BY
IN VITRO GAS PRODUCTION TECHNIQUE

ABSTRACT — The objective of this study was to evaluate the effect of levels of
cottonseed cake (CC) and sunflower cake (SC) (0, 7, 14, 21 and 28 % dry matter
basis - DM) in the feedlot wethers diets on the kinetic parameters of in vitro gas
production, and to use these parameters to predict total DM digestibility of the diet
and compare these estimative with the values observed in animals by simulation. In
vitro incubations were carried out simultaneously to in vivo experiments in which
were tested diets (forage:concentrate ratio of 40:60) containing CC and SC levels by
a 5 x 5 Latin square design. Five rumen fitted sheep were used in the in vivo trials,
from of which the ruminal fluid was collected for in vitro incubations, and where were
collected the data of organic matter digestion (OM). In vitro incubations were used to
evaluate the effects of diet, animal and experimental period, have been incubated the
same diets and ingredients used on in vivo trials. Kinetic parameters obtained by in
vitro gas production technique (IVGPT) as well as chemical composition of diets have
been used to estimate the organic matter digestion for all experimental diets. The
increase in CSC levels in the diets caused a reduction on total gas production (GT)
for evaluated foods, and reduction on gas production from rapidly degradation
fraction (Vf,) for soybean meal (SBM), CSC and corn silage (CS), and gas production
from slowly degradation fraction (Vf,) for SBM and CS. The CSC levels had a cubic
effect on digestion rates (c; and c;), except c; to SBM. The increase in SC levels in
the diet caused a reduction on GT production for ground corn (GC), SC and CS. A
decrease on gas form Vf; for SBM and CS, and Vf, for SBM and SC have been
observed. The SC levels had linear and quadratic effects on digestion rates (c1),
respectively, for SBM and CS, linear effect on ¢, for SBM and cubic effect for SC and
CS. It was observed animal effect on Vf;, Vf,, and GT, as well as a period effect on
latency (L) and Vf,. The diet of the donor animal, the animal and the trial period for
both CSC and for SC affect kinetic parameters of in vitro gas production and thus
should be considered in these kinds of trials. The simulation of the predicted and
observed values for the digestion of OM showed similarity for CSC levels, but the
same behavior was not observed for SC levels. But when we have used the data
together there was no differences between predicted and observed values. Thus,
IVGPT can be used to assess the overall digestion diets, due to its high sensitivity to
the variation of composition of the diets.

Keywords: Kkinetic parameters, ovine, animal nutrition, Gossypium hirsutum,
Helianthus annuus.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos nutrientes pelos ruminantes depende principalmente dos
eventos que acontecem no rumen-reticulo, os quais sdo exercidos pela microbiota
ruminal. Desta acdo, ocorre a digestdo de carboidratos (fibrosos e néo fibrosos),
proteinas e lipideos, e resulta na sintese de acidos graxos volateis e células
microbianas, 0s quais representam a principal fonte de energia e proteina para estes
animais (Van Soest, 1994).

No processo de formulacdo de dietas utilizando programas de computador,
como por exemplo, o The Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) e
Racdo de Lucro Maximo (RLM), ha a necessidade de informacdes detalhadas da
composicdo dos alimentos, incluindo dos carboidratos e compostos nitrogenados
(N), particularmente das suas fracbfes e suas respectivas taxas de digestao
(caracteristicas cinéticas) no rumen, bem como da digestdo intestinal para as
fracGes que escapam do rimen.

Essas informacbes possibilitam a adequacdo da disponibilidade de
carboidratos e N no rimen de forma a otimizar a eficiéncia microbiana e o seu fluxo
para o duodeno, bem como evitar que ocorra excesso ou deficiéncia de N no
ambiente ruminal. Como consequéncia, vislumbra-se aumentar a eficiéncia de uso
dos nutrientes pelo animal, aumento do desempenho produtivo e reducédo do custo
das dietas e da excre¢cao de metano e N para o ambiente (Russell et al., 1992;
Sniffen et al., 1992).

Desta forma, a obtencdo de estimativas das taxas de digestdo dos
carboidratos e proteinas no rdmen é vital para o processo de adequagdo
(formulacdo) de dietas para os ruminantes. Adicionalmente, essas informagdes

podem ser utilizadas para a avaliacado de alimentos e selecéo de plantas forrageiras
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e seus cultivares que proporcionem maior eficiéncia de uso dos nutrientes pelo
animal.

Os métodos usados para avaliacdo dos parametros cinéticos dos alimentos
destinados aos ruminantes podem ser in situ e in vitro, oS quais consistem da
mensuracdo do desaparecimento da massa de amostra e seus componentes
(proteina, fibra, etc.), também denominados de métodos gravimétricos, ou métodos
gue se baseiam na mensuracdo dos produtos finais da fermentacdo, denominados
metabdlicos.

O método in situ consiste da incubacdo do alimento por meio de sacos de
nylon (Nocek, 1988) ou TNT — tecido néo tecido (Valente et al., 2011), colocados
diretamente no ramen do animal, através de uma canula, em varios tempos de
incubacdo, onde mensura-se o residuo para cada tempo, de modo a obter-se uma
curva de desaparecimento do alimento (amostra) ou do residuo (Nocek, 1988).
Neste método, é assumido que o desaparecimento da amostra do saco representa a
sua degradacéo pela acado dos microrganismos gque entraram pela porosidade deste
saco, o qual ndo pode restringir o acesso dos microrganismos do riumen, e ao
mesmo tempo deve evitar a perda de particulas do mesmo (L6pez et al., 1999;
Aratjo et al., 2010).

Embora seja o método mais antigo e utilizado para obtencdo de dados
relacionados a degradabilidade dos alimentos, pois proporciona as condi¢des de
ambiente ruminal do animal (Aradjo et al., 2010), o método in situ tem como
limitacdes o escape de particulas dos sacos, que nao necessariamente sdo sollveis
e apresentam elevada degradagcdo ruminal, assim como a contaminagdo dos
residuos de incubacdo com proteina microbiana, dificultando a interpretacdo dos
perfis de degradacdo da proteina, particularmente para alimentos que apresentam
baixo teor de proteina bruta (PB), onde a contaminacdo dos residuos com
compostos nitrogenados da microbiota ruminal ganham grande proporgdo em
relacdo ao nitrogénio presente no alimento (Nocek, 1988). Apresenta ainda como
desvantagens a necessidade da manutengao de animais cirurgicamente preparados,
0 que tem sofrido forte pressdo da sociedade como um todo, no que tange as
politicas de bem estar animal, no sentido de evitar esse tipo de prética.

Considerando as limitacbes acima apresentadas pelo método in situ, foi
desenvolvido o método da incubac&o in vitro, o qual consiste da incubacdo da

amostra do alimento a ser testado (previamente moida, a 1,0 mm) em frascos de
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vidro com liquido ruminal, solu¢do tampédo (McDougall, 1948), os quais sdo mantidos
a 39 °C em banho-maria ou estufa, sob condi¢cdes anaerdbicas e agitacao.

Esta técnica ndo necessita de animais canulados no rumen, bem como
proporciona a manutencdo de condicbes adequadas para isolamento das
caracteristicas inerentes aos alimentos, o que nao acontece no método in situ (Pell e
Schofield, 1993). Entretanto, pode apresentar problemas relacionados ao
tamponamento do meio, decorrentes do acumulo de produtos finais do metabolismo
microbiano em funcdo do uso inadequado de solugdo tamponante, bem como
inadequada anaerobiose ou potencial redox, reduzido numero inicial de
microrganismos decorrentes de indculo de baixa qualidade, ou a deficiéncia de
nutrientes essenciais aos microrganismos (Mertens, 2005).

Nos sistemas in vitro podem ser utilizados microrganismos ruminais ou suas
enzimas, dependendo do objetivo. O uso de microrganismos é mais comum quando
objetiva-se avaliar a degradabilidade da matéria seca (MS) e fibra em detergente
neutro (FDN), enquanto o uso de enzimas proteoliticas, oriundas da microbiota
ruminal ou comerciais (provenientes de Streptomyces griseus) sao utilizadas para
obtencdo de dados cinéticos da degradacdo da PB, pois evita a contaminacdo dos
residuos de alimento nos tempos de incubacdo com proteina microbiana.

Ainda no sistema in vitro, as amostras sdo pesadas (0,25 ou 0,50 g) em
recipientes adequados (erlenmeyers ou tubos de digestdo préprios ou frascos de
vidro do tipo penicilina de 50 mL), nos quais adiciona-se solu¢do tampéao reduzida
(borbulhada com géas carbbnico — CO, durante 15 minutos, pH entre 6,8 — 7,0) e
in6culo ruminal, sob aspersdo de CO,. Entédo os frascos sado fechados com valvula
de Bunsen e permanecem em banho-maria sob agitacdo. Nos respectivos tempos
pré-definidos, os recipientes séo retirados e o conteudo € filtrado, lavado em
cadinhos filtrantes de porosidade zero, secos a 105 °C e entdo pesados.

Considerando o trabalho e o tempo necesséario para obtencdo de perfis de
degradacdo dos alimentos utilizando os métodos gravimétricos in vitro, em que sdo
necessarios frascos contendo a amostra nos varios tempos de incubagéo, onde o0s
residuos séo analisados, foi desenvolvida a técnica metabdlica, a qual consiste da
mensuracao do volume de gases acumulados nos frascos de incubacdo, os quais
representam a digestado do alimento, notadamente dos seus carboidratos fibrosos e
nao fibrosos (Cabral et al., 2002; Dijkstra et al., 2005).

Entretanto, os gases acumulados nos frascos de incubacdo apresentam
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origem direta e indireta, bem como estéo sujeitos a efeitos da via metabodlica usada
pela microbiota inoculada. A producéo de gés direta ocorre pela liberacdo de CO; e
metano decorrentes da fermentacdo dos mondmeros resultantes da digestdo dos
polimeros dietéticos, uma vez que os frascos mantem o ambiente anaerobico, e
nesta perspectiva ndo ha oxidacdo completa dos mondmeros até CO, e agua
(ambientes aerobicos), sendo gerados acidos graxos volateis (AGV’s) e gases. Ja a
producdo de gas indireta resulta da reacédo dos AGV’s com o bicarbonato do meio
tamponante, o qual gera acido carbbnico e adiante se dissocia em CO, e agua
(Blummel et al., 1997). Portanto, a producéo total de gas representa a degradacéo e
fermentacdo do substrato de forma muito acurada, mantendo alta correlagdo com a
digestibilidade de alimentos e dietas obtidos no animal.

Como fontes de variacdo, adicionais a composicao intrinseca do alimento, a
variacdo na sua proporcao de carboidratos néo fibrosos (CNF) e FDN pode afetar a
producdo de acetato e propionato, o que afeta a quantidade de gas liberado. A
fermentacdo de glicose a acetato gera dois moles de CO,, enquanto que a
fermentacao de glicose a propionato ndo gera CO, 0 que pode afetar os parametros
cinéticos, como producdo de gas total e taxas de digestdo (Beuvink e Spoelstra,
1992).

A vantagem da técnica de producdo de gases € que esta reduz a quantidade
de amostra utilizada na incubacdo, pois nos mesmos frascos de incubacdo as
leituras séo feitas ao longo do tempo, além de possibilitar a estimacdo da taxa de
digestdo da fracdo soluvel ou de rapida degradacao ruminal, o que nao tem sido
possivel com o uso dos métodos gravimétricos (Pell e Schofield, 1993). A leitura dos
gases é feita por intermédio de sensores de pressdo acoplados a voltimetros (semi-
automatico) ou computadores (automaticos) ou por meio de mandmetros/seringas
(Dijkstra et al., 2005).

Nos sistemas in vitro em que se utiliza in6éculo ruminal, ha a necessidade de
proximidade dos animais doadores do in6culo com o local da incubacéo, para
garantir a qualidade deste in6culo. Na maioria das vezes, os resultados obtidos in
vitro sdo de baixa qualidade por causa da falta de cuidado na coleta e transporte do
liquido ruminal até o laboratorio. Entretanto, é possivel realizar o transporte do
liquido ruminal mediante o uso de garrafas térmicas pré-aquecidas, das quais é
retirado totalmente o ar destas garrafas por intermédio do seu enchimento completo

com o liquido ruminal, na tentativa de garantir a anaerobiose e com temperatura em
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torno de 39 °C.

Borges et al. (2002) concluiram que o liquido ruminal conservado em garrafas
térmicas por até 12 horas manteve-se dentro dos padrdes de normalidade quanto
aos parametros fisicos, quimicos e biolégicos. Ressaltam, entretanto que quanto
mais rapido a sua utilizacdo apds a coleta do material, mais fidedignos serdo os
resultados.

Uma forma pratica de se avaliar a qualidade do liquido ruminal, ou seja, se
este ainda esta apto para uso em ensaios in vitro, € a observacao, no momento da
inoculacdo dos frascos de incubacdo, da presenca e motilidade de protozodrios,
uma vez que sao de facil visualizacdo e apresentam elevada sensibilidade ao ar e
mudancas do meio, queda da temperatura e presenca de luz. Estes podem ser
visualizados por meio de microscopia Optica ou com uso de lupa eletrénica (Makkar
e McSweeney, 2005).

Para a reducdo da exposicdo da microbiota ruminal ao oxigénio torna-se
necessaria a utilizacdo de CO,, isento de oxigénio, e a leve aspersédo deste ultimo
sobre o liquido ruminal durante todo o tempo de manipulacdo do mesmo. Do
momento da coleta até a manipulacdo do liquido ruminal e inoculagdo dos frascos
de incubacao, este precisa ser mantido sob temperatura de 39 °C, a qual é a mesma
observada no liquido ruminal quando recém coletado do ramen.

Por fim, vale ressaltar que tem havido esforco do meio cientifico no
desenvolvimento de métodos que reduzam o labor, o tempo e o custo da pesquisa
na area de ruminantes, e que ao mesmo tempo minimizem o uso de animais
cirurgicamente preparados, no sentido de assegurar o uso de animais na pesquisa e
0 bem-estar destes animais.

Nas duas Ultimas décadas tem havido incentivo dos governos federal e
estadual na producdo de biocombustiveis, 0s quais sdo oriundos da transformacao
dos &cidos graxos de oleaginosas em biodiesel. Desta forma, ocorreu neste periodo
aumento expressivo no cultivo de oleaginosas em varias regides do Brasil,
especialmente na regido Centro Oeste, aumentando, portanto a disponibilidade das
tortas dessas oleaginosas (algodao e girassol) para uso na dieta de ruminantes
como fonte de energia, proteina e fibra, bem como em decorréncia do baixo custo
(Abdalla et al., 2008).

Apesar dessas vantagens ja mencionadas, ainda ha controvérsias sobre os

efeitos desses ingredientes no consumo de MS, microbiota ruminal e digestdo da
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FDN. Pois, pelo fato de apresentarem teores meédios a elevados de extrato etéreo
(EE) entre 8 e 15 % na MS, as recomendacdes sobre os niveis de inclusdo nas
dietas variam de 10 a 20 % na MS, com o proposito de limitar a incluséo de lipideos
até o nivel maximo de 6 %, a fim de minimizar os efeitos negativos desses no
ambiente ruminal (Jenkins et al., 2008).

Os efeitos da inclusdo de lipideos nas dietas de ruminantes tem sido
associados ao efeito téxico dos acidos graxos insaturados aos microrganismos
fibroliticos ou ao efeito de protecdo fisica das particulas dos alimentos, o que
dificultaria a aderéncia da microbiota ruminal ao substrato. Considerando que a
aderéncia é um evento necessario para que ocorra a digestdo dos carboidratos
fibrosos, especialmente da celulose, qualquer composto do meio que iniba ou
previna a aderéncia tem consequéncias negativas na digestdo da FDN pela
microbiota ruminal (Jenkins et al., 2008).

Portanto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes niveis de inclusdo das
tortas de algoddo e de girassol na dieta de ovinos em confinamento sobre os
parametros cinéticos in vitro da producdo de gases, assim como de utilizar esses
parametros cinéticos para predizer a digestdo total da matéria seca da dieta e

confrontar essas estimativas com os valores observados nos animais.
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PARAMETROS CINETICOS IN VITRO DE ALIMENTOS E DIETAS CONTENDO
TORTA DE ALGODAO

RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos de dietas contendo niveis de torta de
algodao (TA) (0; 7; 14; 21 e 28 % na matéria seca - MS) fornecida ao animal doador
de indculo, efeito do animal e do periodo, sobre os parametros da degradacao in
vitro da MS de alimentos e das dietas. O experimento consistiu em duas etapas: a)
cinco ovinos canulados no ramen foram submetidos as dietas usando um
delineamento em quadrado latino 5 x 5; b) os ingredientes dietéticos e as dietas
foram incubados in vitro pela técnica de producdo de gases. De acordo com o
experimento in vitro, os niveis de TA na dieta causaram reducéo da producdo de gas
total (P < 0,05) dos alimentos avaliados, e reducéo da producdo de gés da fracao de
rapida degradacao (P < 0,05) para o farelo de soja (FS), TA e silagem de milho
(SM), e da producédo de gas da fracdo de lenta degradacdo para o FS e SM. As
taxas de degradacéao (c; e cp) foram influenciadas de forma cubica (P < 0,05) pelos
niveis de TA. Houve efeito de animal e periodo sobre a maioria dos parametros
cinéticos. A dieta do animal, o animal e o periodo experimental afetam os

parametros cinéticos da producédo de gases.

Palavras-chave: producdo de gas in vitro, ovinos, ruminantes, nutricdo animal,

Gossypium hirsutum.
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IN VITRO KINETIC PARAMETERS OF FEEDSTUFFS AND DIETS CONTAINING
COTTONSEED CAKE

ABSTRACT — The objective of this work was to evaluated the effects of cottonseed
cake (CC) levels on the diets (0; 7; 14; 21 and 28 % dry matter basis - DM), inoculum
donor, animal and period on in vitro DM digestion parameters of feedstuffs and diets.
The trial was divided in two phases: a) five ruminally fitted wethers were submitted to
diets according to a 5 x 5 Latin Square design; b) each feedstuff and diet were
incubated by in vitro gas production technique. Increasing levels of CC in the diets of
animal donor caused reduction in total gas production (P < 0.05) for all feedstuffs and
also reduced gas production of rapidly digested fraction (P < 0.05) of soybean meal
(SBM), CC and corn silage (CS). Additionally, the same behavior has was observed
for slowly digested fraction of SBM and CS. Digestion rates (c; and c,) were cubic
influenced (P < 0.05) by CC. Animal and period effects we have been observed for
mostly kinetic parameters. The diet of animal donor, animal and period affects in vitro

gas production.

Keywords: in vitro gas production, ovine, ruminant, animal nutrition, Gossypium

hirsutum.



23

2.1 Introducéao

O ramen € o principal local onde ocorre a digestdo dos polimeros dietéticos
em ruminantes. A digestdo neste compartimento € atribuida a acdo da microbiota
ruminal, que transforma os nutrientes complexos da dieta em acidos graxos volateis
e proteina microbiana, os quais representam a principal fonte de energia e
aminoacidos para esses animais (Van Soest, 1994). A digestdo dos nutrientes no
ramen é dependente das caracteristicas intrinsecas dos alimentos e da sua
interacdo com a microbiota ruminal. O conhecimento das caracteristicas cinéticas da
degradacdo ruminal dos polimeros dietéticos é fundamental no processo de
adequacao de dietas, no sentido de se otimizar o uso eficiente de energia e de
compostos nitrogenados pelo animal.

A técnica in vitro de producdo de gases tem sido amplamente usada para
avaliar o valor nutritivo de alimentos ou dietas usadas para 0s ruminantes. As
vantagens desta técnica em relacdo ao método gravimétrico in vitro ou a técnica in
situ residem no fato de ndo necessitar de animais canulados no rumen, pois o
in6culo pode ser obtido através de sonda esofdgica ou pelo uso das fezes de
animais (Mauricio et al., 2001). Ainda ocorre menor consumo de amostra, uma vez
que o volume de gas é mensurado na mesma amostra ao longo do periodo de
incubacdo; permite ainda estimar a taxa de degradacao ruminal da fragdo sollavel
dos alimentos, quer seja pela utilizacdo de modelos bicompartimentais ou pela
diferenca da producédo de gas entre a matéria seca e a fibra em detergente neutro
(Doane et al., 1997); e finalmente € menos trabalhoso e consumidor de tempo do
gue a técnica in situ (Pell e Schofield, 1993).

Entretanto, inerente a prépria técnica, algumas fontes de variacdo podem
afetar os parametros cinéticos estimados e, com isso, inviabilizar o uso das
informacdes obtidas a partir da producéo de gas in vitro na avaliacdo de alimentos e
formulacdo de dietas. Destas fontes de variacdo, as mais importantes parecem estar
associadas ao animal doador do in6culo, considerando as possiveis diferencas
existentes entre animais quanto a sua seletividade, mastigacdo, absorcao,
caracteristicas fisico-quimicas no rumen e, consequentemente, sua microbiota; da
dieta ofertada ao animal durante o periodo e antes da coleta do inoculo, a qual pode
afetar as caracteristicas fisico-quimicas no rimen e sua microbiota coletada para

incubacéo; bem como os procedimentos usados para a conservacdo, inoculagao,
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preparo do meio e aspectos associados ao método in vitro utilizado (Rymer et al.,
2005).

Considerando as fontes de variacdo acima citadas, a técnica in vitro de
producdo de gases tem elevado potencial para avaliar variagdes na disponibilidade
de nutrientes, especialmente dos carboidratos de alimentos e dietas, bem como da
presenca de efeitos inibitorios (lipideos) ao crescimento microbiano ou da
concentracdo de compostos indigestiveis, os quais podem ocorrer em alguns
alimentos especificos, como os coprodutos da producao de biodiesel. Neste sentido,
no estado de Mato Grosso existe uma elevada disponibilidade de coprodutos da
producdo de biodiesel, com destaque para a torta de algod&o. Estes ingredientes
tem sido utilizados em dietas de animais ruminantes como fonte de proteina, energia
e fibra, pois proporcionam reducdo do custo das dietas. Entretanto, os seus efeitos
sobre o ambiente ruminal e digestdo ainda néo estdo bem descritos, o que restringe
0 seu uso em niveis adequados (Abdalla et al., 2008).

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de niveis de torta de algoddo na
dieta do animal doador de indculo, do préprio animal e periodo sobre 0os parametros

cinéticos da producao de gas in vitro.
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2.2 Material e Métodos

A fase experimental a campo foi realizada no setor de Ovinocultura da
Fazenda Experimental da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), localizado
a 15°51'19.80” latitude sul e 56°04’18.05” longitude oeste, municipio de Santo
Antdnio do Leverger, distante cerca de 33 km da capital do estado, Cuiaba. As
incubac®es in vitro foram conduzidas simultaneamente ao experimento a campo, no
Laboratério de Nutricdo Animal da Faculdade de Agronomia, Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UFMT, localizada em Cuiaba, MT.

Na fase experimental a campo foram utilizados cinco borregos machos
castrados, com predominéncia da raca Santa Inés, com peso médio corporal de 54,8
+ 7,11 kg, fistulados no rimen, que foram mantidos em baias individuais de 4,06 m?,
cobertas, dotadas de bebedouro e comedouro. O experimento consistiu em um
delineamento em quadrado latino 5 x 5, de cinco periodos experimentais de 15 dias
cada, sendo os primeiros dez dias de cada periodo destinados a adaptacdo dos
animais as dietas, e os cinco ultimos destinados ao monitoramento do consumo e a
coleta de amostras de alimentos e sobras, bem como de liquido ruminal para as
incubacdes in vitro. Antes de serem confinados, os animais foram identificados,
vacinados contra clostridioses, tratados contra endoparasitoses, casqueados e
pesados.

As dietas foram compostas com 40 % de volumoso (silagem de milho) e 60 %
de concentrado, sendo este Ultimo composto por milho moido, farelo de soja,
ureia/sulfato de amoénio (na proporcao de 9:1), mistura mineral comercial e torta de
algodéo (TA) em niveis crescentes de 0; 7; 14; 21 e 28 % com base na matéria seca
(MS) da dieta, e de acordo com os tratamentos experimentais. As dietas foram
formuladas de modo a serem isoproteicas, com teor de proteina bruta (PB) de 16 %
(NRC, 2007) e foram fornecidas duas vezes ao dia, as 8:00 h e as 16:00 h, na forma
de dieta total permitindo-se 10 % de sobras diarias.

A composicdo bromatoldgica dos alimentos e das dietas experimentais estdo

demonstradas nas Tabelas 1 e 2.
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TABELA 1. Composicdo bromatologica dos alimentos: milho moido (Ml), farelo de
soja (FS), torta de algodéo (TA) e silagem de milho (SM)

Componente Ingrediente
Ml FS TA SM

Matéria seca — MS™ 90,85 91,16 94,00 29,11
Matéria mineral (% MS) 1,20 7,07 4,25 8,93
Matéria organica (% MS) 98,80 92,93 95,75 91,07
Proteina bruta (% MS) 8,24 54,01 30,20 6,23
Extrato etéreo (% MS) 5,39 1,24 10,00 2,32
Carboidratos totais (% MS) 85,17 37,68 55,65 82,52
Fibra em detergente neutro (% MS) 12,17 12,57 50,56 55,55
Fibra em detergente acido (% MS) 3,03 960 38,49 37,32
FDNcp (% MS)®@ 10,82 10,24 47,33 48,41
Carboidratos néao fibrosos (% MS) 74,35 27,44 8,22 34,11
FDNi (% MS)® 1,49 1,60 27,05 22,06
NIDN® 10,24 3,17 17,10 16,68
NIDA® 4,03 1,79 10,20 7,47

Wos na matéria natural. “Fibra em detergente neutro tratada com alfa-amilase termoestavel e
corrigida para cinzas e proteina. ®Fibra em detergente neutro indigestivel. (4)Nitrogénio insolavel em
detergente neutro (% do N total). (S’Nitrogénio insoltvel em detergente &cido (% do N total).

TABELA 2. Ingredientes e composi¢do bromatoldgica das dietas experimentais

Dieta (% de torta de algoddo na MS™)

Ingrediente

0 7 14 21 28

Milho moido 41,4 37,2 33,6 29,4 25,2
Farelo de soja 16,2 13,2 10,2 7,2 4,2
Torta de algodao 0,0 7,2 13,8 21,0 28,2
Silagem de milho 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Ureia + sulfato de amonio (9:1) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Mistura mineral® 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Componente Composicéo bromatoldgica (%)

Matéria seca® 65,93 66,50 66,38 66,81 66,63
Matéria mineral (% MS) 7,91 7,93 7,92 7,94 7,95
Matéria organica (% MS) 92,09 92,07 92,08 92,06 92,05
Proteina bruta (% MS) 16,17 16,37 16,45 16,65 16,86
Extrato etéreo (% MS) 3,36 3,81 4,25 4,70 5,16
Carboidratos totais (% MS) 74,37 73,66 73,14 72,43 71,72
Fibra em detergente neutro (% MS) 29,29 32,056 34,57 37,32 40,07
Fibra em detergente acido (% MS) 2481 27,17 29,31 31,66 34,02
FDNcp (% MS)¥ 25,50 28,15 30,58 33,22 35,87
Carboidratos néao fibrosos (% MS) 48,87 4552 4256 39,20 35,85
FDNi (% MS)® 9,70 11,54 13,22 15,06 16,89
Nutrientes digestiveis totais® 7432 7361 7246 71,10 69,79

WMatéria seca. “Mistura mineral comercial para ovinos — niveis de garantia/kg: Ca, 177 g; P, 80 g; S,
20 g; Na, 108 g; Co, 40 mg; Cu, 550 mg; I, 60 mg; Se, 15 mg; Mn, 1200 mg; Zn, 3000 mg. ®% na
matéria natural. “’Fibra em detergente neutro tratada com alfa-amilase termoestavel e corrigida para
cinzas e proteina. ®Fibra em detergente neutro indigestivel. ©®Estimado de acordo com Detmann et
al. (2008).
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Concomitantemente, na fase laboratorial foram realizadas cinco incubacdes in
vitro pela técnica de producdo de gases dos ingredientes (milho moido, farelo de
Soja, torta de algodéao e silagem de milho) e dietas (0; 7; 14; 21 e 28 % de TA na MS
da dieta), uma em cada periodo experimental, seguindo a fase experimental a
campo, por meio de delineamento em quadrado latino 5 x 5. As incubacgdes in vitro
foram realizadas de acordo com as técnicas descritas por Pell e Schofield (1993),
com algumas adaptacdes, as quais sao descritas a seguir: foram usados frascos de
vidro cor ambar com capacidade de 120 mL, onde foram pesados aproximadamente
200 mg MS das amostras dos alimentos e das dietas.

Para a incubacdo in vitro dos ingredientes, o liquido ruminal (inéculo) foi
obtido dos cinco ovinos alimentados com as dietas (4 horas apds a alimentagéo) em
cada periodo experimental, a fim de calcular o efeito do indculo. Para as dietas
contendo os diferentes niveis de TA, o liquido ruminal foi obtido exatamente do
animal que era submetido ao mesmo nivel de TA que seria incubado in vitro, em
cada periodo experimental. Apds a coleta do liquido ruminal, o mesmo foi
acondicionado em garrafa térmica pré-aquecida e levado para o Laboratério de
Nutricdo Animal, onde foi filtrado em camada dupla de gaze, sendo toda a sua
manipulacdo realizada sob asperséo de gas carboénico (CO,) isento de oxigénio.

Aos frascos foram adicionados 24 mL de solugcdo tampao de McDougall
(McDougall, 1948), previamente reduzido com CO, (pH 6,8). Os frascos foram
mantidos a 39 °C, e meia hora apos, 6 mL de indculo ruminal (sob aspersdo de CO,)
proveniente dos ovinos do experimento a campo foram adicionados a estes frascos.
Imediatamente ap0s a adicdo do inéculo, os frascos receberam tampa de borracha,
lacre de aluminio e foram colocados em banho-maria, com agitacdo orbital (38,6
rpm), também a 39 °C.

As leituras de pressdo (psi — pressdo por polegada quadrada) foram
realizadas por meio de um transdutor de presséo (Datalogger Pressure®, Press Data
800, LANA-CENA/USP, Piracicaba-SP) nos seguintes tempos: 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24;
48; 72 e 96 horas. A conversao de psi para mL foi feita a partir da equagéao de
regressao (Y = a + bx) em que o coeficiente “b” da equagéo possibilitou a corregéo e
transformacdo de pressao (psi) em volume de gas (mL) corrigido para a presséo
barométrica do dia da incubacédo (e por incubacéo) para todos os dados. Para isso,
injetou-se volume conhecido de gas em frascos mantidos sob as mesmas condi¢fes

das amostras incubadas. As pressdes correspondentes aos volumes injetados foram
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medidas, e utilizadas para a obtencdo da equacédo de regressao entre pressao e
volume de gés.

As amostras dos ingredientes dietéticos, concentrados, dietas e sobras foram
submetidas a pré-secagem em estufa de circulacdo forcada de ar com temperatura
de 55 °C por 72 horas. Em seguida, essas amostras foram pesadas e moidas em
moinho estacionario tipo Willey com peneira de 1,0 mm. O teor de MS foi
determinado em estufa a 105 °C por 12 horas conforme AOAC (1990).

Posteriormente, todas as amostras foram analisadas quanto ao teor de
matéria organica (MO), matéria mineral (MM), PB e extrato etéreo (EE) também de
acordo com os métodos da AOAC (1990). Na analise de fibra em detergente neutro
(FDN), as amostras foram tratadas com alfa-amilase estavel ao calor (Mertens,
2002), assim como de fibra em detergente acido (FDA), sendo os respectivos
residuos analisados para cinzas e compostos nitrogenados, conforme descrito por
Licitra et al. (1996).

Os carboidratos totais (CT) foram calculados a partir da equacao proposta por
Sniffen et al. (1992):

CT =100 - (% PB + % MM + % EE)

Em raz&o da presenca de ureia nas dietas, os carboidratos nédo fibrosos
(CNF) foram calculados conforme Hall (2000):

CNF =100 - [(% PB - % PB da ureia + % de ureia) + % FDNcp + % EE + % cinzas
onde FDNcp é a fibra em detergente neutro, tratada com alfa-amilase termoestavel e
corrigida para cinzas e proteina.

O teor de NDT (nutrientes digestiveis totais) dos alimentos e dietas foi
calculado de acordo com Detmann et al. (2008).

A cinética da producao cumulativa dos gases foi analisada empregando-se o
modelo logistico bicompartimental de Schofield et al. (1994):

V) =Vf/(Ll+exp(2-4*c,*(T-L)+Vh/(L+exp(2-4*c,*(T-L)))

onde V(t) é o volume total de gas (mL) acumulado no tempo t; Vf;, o volume de gas
(mL) oriundo da fracdo de rapida degradacdo; ci, a taxa de degradacdo (h™) da
fracdo de rapida degradacao; T, o tempo (h); L, a laténcia (h); Vf,, o0 volume de gas
(mL) da fracdo de lenta degradacdo; c,, a taxa de degradacdo (h™) da fracdo de
lenta degradacéo, por meio do procedimento de modelos nao lineares (PROC NLIN)
do pacote estatistico SAS 9.2 (SAS Institute Inc., 2009).

Os dados de producédo de volume de gas total (GT) e das fracGes de lenta
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(Vf,) e r4pida (Vf;) degradacdo ruminal, as taxas de degradacdo destas fracdes (c; e
c:) e a laténcia (L) foram submetidos a analise de variancia e analisados usando o
procedimento MIXED do pacote estatistico SAS 9.2 (SAS Institute Inc., 2009),
considerando-se um delineamento em quadrado latino 5 x 5.

Os niveis de TA foram considerados como efeito fixo, enquanto que o animal
e o0 periodo, como efeito aleatério. A opcdo LSMEANS foi utilizada para gerar as
meédias individuais para cada tratamento. Contrastes ortogonais foram utilizados
para particdo especifica dos efeitos de niveis de TA em linear, quadrético, cubico e
quértico. Antecipa-se que em virtude da auséncia do efeito quartico, este foi omitido
das tabelas. Para o efeito de animal e periodo as comparagfes foram realizadas
pela Diferenca Minima Significativa de Fisher. As significancias foram declaradas a
P < 0,05.
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2.3 Resultados e discusséo

Quando se utilizou in6culo proveniente dos animais alimentados com as
dietas sem inclusdo de TA, a maior producdo de GT dos ingredientes utilizados foi
verificada para o milho moido, seguido da silagem de milho, farelo de soja e torta de

algodéo (Tabela 3).

TABELA 3. Parametros cinéticos da degradac&o ruminal dos ingredientes dietéticos
avaliados, estimados pela técnica in vitro de producdo de gases usando liquido
ruminal proveniente dos animais alimentados com dieta isenta de torta de algodé&o
(TA)

Ingredientes

g?“‘?".“e”o Milho Farelo Torta de Silagem EPM® P valor
Inético , . ~ .
moido de soja algodéao de milho

vf; (mL)®@ 35,55567a 30,5678a 16,5543b 19,0116 b  4,1315 <,0001
¢, (hH® 0,1160 0,1678 0,5694 0,1388 0,2257 0,4264
L (h)® 3,1879 a 0,5351c 0,2787 ¢ 2,1607b  0,3087 <,0001
Vf, (mL)® 43,7354 a 23,4548b 18,8399b 39,1331a  4,4623 <,0001
c, (h™H)© 0,0314 a 0,0240ab  0,0153c 0,0188 bc  0,0030 0,0029
GT (mL)®” 79,2066 a 53,9370c  35,3086d 58,0592b  5,1888 <,0001
mL gas/mg MS® 0,3960 0,2697 0,1765 0,2903
mL gas/mg CT® 0,4650 0,7157 0,3178 0,3518

WErro padrao da média. ®Volume de gas da fracdo de rapida degradacdo. ®Taxa de degradacéo da
fracdo de rapida degradacdo. “Laténcia. ®Volume de gas da fracso de lenta degradacdo. ®Taxa de
degradacdo da fracdo de lenta degradacéo. U’Produgéo de gas total (Vf; + Vf,). ®Matéria seca.
®Carboidratos totais. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si, pelo
teste de Diferenca Minima Significativa de Fisher, a 5 % de probabilidade (P < 0,05).

Embora o farelo de soja possua baixo teor de fibra em detergente neutro —
FDN (12,57 % MS) e fibra em detergente neutro indigestivel - FDNi (1,60 % MS)
comparado a silagem de milho (55,55 e 22,06 % MS, respectivamente), a sua menor
producdo de gas em relacdo a silagem de milho deve-se ao seu elevado teor de PB.
Cone e van Gelder (1999) observaram que a fermentacdo de proteinas causava
reducéio da producéo de géas in vitro da ordem de 2,48 mL g™ na MO, principalmente
nas primeiras horas de incubacdo, uma vez que a maior parte da proteina faz parte
da fracéo soluvel do alimento, podendo conduzir a uma incorreta interpretacdo dos
dados.

A produgéo de gas in vitro € uma técnica relativamente sensivel a variagdo da
composicdo bromatologica dos alimentos ou dietas, sendo observada de modo
geral, maior producéo de gas para os ingredientes com elevado teor de CNF e baixo
teor de FDN e FDNi, como é o caso do milho moido.
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Percebe-se ainda na Tabela 3, que quando se usa inoculo ruminal dos
animais que ndo recebiam TA na dieta, o milho moido apresentou o maior valor
médio para a L, comparado aos demais alimentos. Embora o milho seja um
ingrediente comum na dieta dos ovinos, provavelmente a microbiota ruminal destes
animais ndo seja predominantemente representada por microrganismos amiloliticos
e, portanto, ocorreu limitacao inicial de células (enzimas também amiloliticas) para a
degradacdo em maxima velocidade do milho, especialmente considerando que a
proporcao de volumoso:concentrado da dieta foi moderada (40 % de volumoso).

Os niveis de TA nas dietas (Tabela 4) tiveram efeito cubico sobre as
estimativas de Vf;, Vf,, e ¢, (P < 0,01), bem como sobre as estimativas de c; e L
(P < 0,05), para o milho moido. No entanto, a producdo de GT foi reduzida
linearmente (P < 0,01) pelos niveis de TA na dieta do animal doador de in6culo,
podendo ser notada diferenca de aproximadamente 20 % entre a producdo de GT
do nivel zero para o maior nivel de incluséo da TA (28 %).

TABELA 4. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para milho moido

Parametro  Niveis de torta de algoddo (% na MS"™ da dieta) _— P valor

cinético 0 7 14 21 28 L® QY c®
vf, mL)® 35,7544 38,5073 31,4239 20,7742 38,6893 5,1712 0,3955 0,1092 0,0081
c; (hHY 0,1145 0,1159 0,1236 0,1526 0,0926 0,0151 0,8732 0,0553 0,0337
L (¥ 3,2130 3,5155 3,1995 2,7309 3,8093 0,4172 0,6607 0,2072 0,0238
Vi, mL)® 44,0444 32,4434 39,5636 47,3815 24,3836 5,1948 0,0681 0,1589 0,0005
c, (hHH 0,0317 0,0287 0,0283 0,0350 0,0207 0,0032 0,0550 0,1041 0,0047

GT (mL)™? 79,3574 70,9592 70,9771 68,3437 63,2591 5,4017 <,0001 0,5242 0,0439

WMatéria seca. “Erro padrdo da média. ®Linear. “Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracdo
de rapida degradacio. “Taxa de degrada%éo da fracdo de rapida degradacdo. ®Laténcia. ©Vvolume
de gas da fracdo de lenta degradacéo. OTaxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
producio de gas total.

Para o farelo de soja (Tabela 5), os niveis de TA nas dietas do animal doador
causaram reducdo linear da producéo de géas oriunda de Vf; (P < 0,05), de c;, Vf, e
consequentemente, de GT (P < 0,01). Nao houve efeito (P > 0,05) dos niveis de TA
na dieta do animal doador sobre a L e c,. Semelhante o ocorrido com o milho moido,
a producdo de GT para o farelo de soja também foi reduzida linearmente pelos
niveis de TA na dieta do animal doador de in6culo. Pode ser calculada uma
producdo de GT aproximadamente 24 % menor, com nivel de inclusdo de 28 % de
TA, quando comparado com o nivel zero de TA na dieta.
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TABELA 5. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para farelo de soja

Parametro _ Niveis de torta de algoddo (% na MS™ da dieta) EpM® P valor

cinético 0 7 14 21 28 L® QW c®
Vi, mL)® 30,8078 27,5929 28,3855 27,5708 252348 24077 0,0176 0,9776 0,2355
¢, (h™H)Y 0,1083 0,1019 0,0904 0,0890 0,0831 0,0098 0,0039 0,6535 0,9788
L (h)® 0,4955 0,5962 0,5081 0,7167 0,8986 0,2258 0,1146 0,5025 0,7828
Vf, (mL)® 23,3090 23,3090 18,9480 18,8948 155547 4,1165 0,0014 0,7313 0,8580
c, (hHH 0,0242 0,0173 0,0200 0,0288 0,0267 0,0071 0,4253 0,5162 0,3257

GT (mL)"™? 539526 50,9217 47,3069 46,6304 40,7895 45189 <,0001 05720 0,2660

YMatéria seca. “Erro padrado da média. ®Linear. ““Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracédo
de rapida degradacéao. Taxa de degrada%éo da fracdo de rapida degradacao. @ aténcia. “Volume
de gas da fracdo de lenta degradacéo. OTaxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
Mproducio de gas total.

Os niveis de TA na dieta causaram reducao linear (P < 0,05) dos valores de
Vf, e efeito cubico sobre as estimativas de c, L, e ¢; (P < 0,01) e Vf, (P < 0,05) para
a torta de algodao (Tabela 6). A producdo de GT foi reduzida linearmente (P < 0,01)
pelos niveis de TA na dieta do animal doador. Neste caso, a estimativa da producao
de GT observada para a TA com a dieta do animal doador contendo 28 % de TA é
cerca de 34 % menor que o valor estimado quando a dieta do animal doador nao

apresentava TA (TO).

TABELA 6. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indéculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para torta de algodao

Parametro  Niveis de torta de algod&o (% na MS™ da dieta) I P valor

cinético 0 7 14 21 28 L® Q" c®
vf, mL)® 17,0856 16,3711 15,4985 16,5011 7,1423 2,4974 0,0094 0,0773 0,1659
¢, (hHY 0,0527 0,1142 0,1039 0,0406 0,1021 0,0264 0,6165 0,3728 0,0003
L (¥ 0,3190 11,3165 0,5702 0,0628 0,5239 0,2735 0,2351 0,3162 0,0004
vi, mL)® 20,8354 26,6908 21,2208 15,5382 17,6398 3,7233 0,0515 0,4563 0,0345
c, (hHHY 0,0702 0,0196 0,0069 0,0811 0,0208 0,0199 0,4261 0,2233 0,0006

GT (mL)™Y 37,7464 428746 36,6614 32,0394 24,7822 47284 0,0006 0,0528 0,3834

WMatéria seca. “Erro padrao da média. ®Linear. “Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracdo
de rapida degradacdo. "Taxa de degradacao da fracdo de rapida degradacso. ®Laténcia. Volume
de gés da fragdo de lenta degradacéo. 9Taxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
producio de gas total.

Os niveis de TA na dieta do animal doador de inéculo (Tabela 7) causaram
reducao linear de Vfi, Vf, e da producédo de GT (P < 0,01) da silagem de milho e
tiveram efeito cubico nas estimativas de c; (P < 0,05) e ¢, (P < 0,01), enquanto a L
nao foi afetada pelos niveis de TA. A diferenca da producéo de GT entre o nivel zero
e 28 % de TA na dieta é de cerca de 32 %.
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TABELA 7. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para silagem de milho

Parametro _ Niveis de torta de algoddo (% na MS™ da dieta) EpM® P valor

cinético 0 7 14 21 28 L® QW c®
Vf, mL)® 19,1397 17,1866 15,3025 15,0199 13,0295 1,6479 <,0001 0,6355 0,5089
¢, (h™H)Y 0,1375 0,1516 0,1454 0,2086 0,1557 0,0197 0,0201 0,1623 0,0152
L (h)® 2,2051 2,1571 2,0637 1,8000 24514 0,6325 0,8902 0,2896 0,3203
Vf, (mL)® 39,0235 32,3674 33,5724 30,0513 26,1119 3,2954 <,0001 0,9061 0,1033
c, (hHH 0,0188 0,0174 0,0181 0,0210 0,0186 0,0008 0,0988 0,9535 0,0003

GT (mL)"? 58,1337 495193 48,8718 451131 39,1419 4,1397 <,0001 0,7474 0,0761

WMatéria seca. “Erro padrao da média. ®Linear. “’Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracdo
de rapida degradacéao. Taxa de degrada%éo da fracdo de rapida degradacéo. ® aténcia. “Volume
de gas da fracdo de lenta degradacéo. OTaxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
Mproducio de gas total.

Ainda pode ser observado nas Tabelas 4 a 7, que o0s niveis de TA na dieta do
animal doador tiveram diferentes efeitos sobre os parametros cinéticos da producéo
de gés in vitro, sendo em sua grande maioria, efeitos negativos. Esse
comportamento pode ser explicado, em parte, por possiveis interacdes entre a
microbiota coletada do animal doador, que é dependente basicamente da sua dieta,
com os componentes nutritivos de cada alimento (PB, CT, FDN, CNF, etc.).

A torta de algodao apresenta maior teor de EE que os demais ingredientes
dietéticos e possui ainda maior teor de FDN e FDNi que o milho e farelo de soja
(Tabela 1), ingredientes cuja porcentagem é reduzida na dieta com o incremento dos
niveis de TA. Portanto, pode-se inferir que as dietas com maior concentracdo de TA
apresentam maior concentracdo de fatores de mais dificil digestdo (FDN) e
indigestiveis (FDNi), bem como maior proporcdo de compostos que possivelmente
apresentem efeito toxico a microbiota ruminal (acidos graxos insaturados) (Jenkins
et al. 2008). Lima (2012) verificou que dietas com niveis crescentes de TA
promoveram reducdo da digestdo aparente total da maior parte dos componentes
nutricionais (MO, PB, CT, FDN e CNF). O autor atribuiu este efeito ao elevado teor
de EE, FDN e FDNi das dietas com niveis crescentes de TA. Entretanto, ndo
verificou efeito sobre o consumo dos componentes nutricionais.

Considerando que reduzida digestdo dos componentes nutricionais pode
implicar em limitagcdo de nutrientes para crescimento microbiano ruminal,
especialmente carboidratos e compostos nitrogenados (Russell et al., 1992), nos
animais que recebiam dietas com maiores concentracdes de TA, possivelmente
havia menor concentracdo ou menor atividade da microbiota ruminal, bem como

pode ter ocorrido profundas alteragbes no microbioma ruminal (Weimer et al., 2010).
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O efeito do animal doador do in6culo foi verificado nas variaveis Vf;, L e GT
(P <0,01) e c; (P <0,05), conforme apresentado na Tabela 8. A possivel explicagdo
para isso pode ser embasada considerando que diferentes animais podem
apresentar distintas condi¢cdes ruminais, causadas por alteracdes de comportamento
alimentar (seletividade), bem como na taxa de ingestdo, mastigacao, producao de
saliva, tamanho do ramen, superficie absortiva ruminal e taxa de passagem, o que
determinaria diversas condi¢cdes fisico-quimicas no riamen e, portanto, na sua
microbiota (Weimer et al., 2010).

TABELA 8. Efeitos do animal sobre os parametros cinéticos in vitro da producéo de

gases das dietas

Parametros cinéticos

Animal G D0 G P L)® v mD® G ()P GT (mL)®
1 21,7964b 0,1448a 2,4600a 24,9962 0,0159 46,7926 b
2 27,0969b 0,0820bc 1,3215b 25,0641 0,0196 52,1609 b
3 21,2474b 0,1053ab 2,3316a 26,4533 0,0300 47,7007 b
4 40,2581 a 0,0573¢c  1,4037b 27,2966 0,0288 67,5547 a
5 229888b 0,0883bc 1,2270b 26,2723 0,0248 49,2611 b
EPM  2,8050 0,0166 0,2743 2,5743 0,0044 3,9394
Pvalor <,0001 0,0125 0,0035 0,9657 0,1459 0,0030

Wyolume de gas da fracdo de rapida degradacdo. “Taxa de degradacééo da fracdo de rapida
degradacao. ®Laténcia. “Volume de gas da fracdo de lenta degradacio. ®Taxa de degradacdo da
fracdo de lenta degradacdo. ®Producado de gas total. “Erro padrdo da média. Médias seguidas por
letras diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Diferenga Minima Significativa de
Fisher, a 5 % de probabilidade (P < 0,05).

Desta forma, provavelmente houve diferenca na concentracdo de
microrganismos ou nos tipos de microrganismos coletados no inéculo ruminal de
cada animal, o que teria proporcionalmente elevado o efeito sobre os eventos iniciais
da producao de gas, tais como taxa de degradacdo de CNF, Vf; e L do que sobre c;
e Vf,.

Com base no acima mencionado, Rymer et al. (1999) calcularam que a taxa
de producdo de géas in vitro mantinha uma relacdo de primeira ordem com a
concentracdo de inoculo usada e Nagadi et al. (2000) recomendaram atividade
microbiana minima do inéculo de 94 mg de MS bacteriana / mL. Embora a atividade
microbiana ndo tenha sido determinada no presente estudo, provavelmente o
in6culo ruminal proveniente dos animais alimentados com TA, especialmente nos
niveis mais elevados, apresentaram alteracbes na sua microbiota, as quais

proporcionaram os efeitos sobre os parametros cinéticos da digestao in vitro.
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Na maioria dos trabalhos onde se avalia a dieta do animal doador sobre os
parametros cinéticos da producdo de gas in vitro, basicamente utilizam-se dietas
variando a relacdo volumoso:concentrado (Trei et al.,, 1970; Mertens et al., 1998;
Nagadi et al, 2000). Entretanto, no presente trabalho a relacéo
volumoso:concentrado foi mantida fixa (40:60), embora o teor de FDN tenha variado
sensivelmente (de 29 % a 40 %, para as dietas com zero e 28 % de TA,
respectivamente). Mertens et al. (1998) forneceram dietas a base de silagem de
milho ou leucena (Leucaena leucocephala) para vacas leiteiras (com 24 e 32 % de
FDN, respectivamente) e ndo observou efeito da dieta ofertada aos animais sobre a
taxa de producéo de géas, apenas para a producéo de gas total.

Diferencas entre animais quanto a seletividade sdo muito comuns,
especialmente em ovinos, 0s quais apresentam variacées no padrédo de selecdo da
dieta, onde alguns animais selecionam mais o0 concentrado enquanto outros
preferem consumir o volumoso. Isso tem sido percebido em alguns experimentos
(Lima, 2012; Rodrigues, 2012) e tal comportamento € comprovado pela avaliacdo
das sobras dos animais, as quais se apresentam com mais volumoso para alguns
animais e com mais concentrado para outros. Se 0S animais consomem
preferencialmente concentrado, certamente terdo uma populacdo microbiana do
rimen distinta dos animais que optam pelo consumo preferencial de volumoso
(fibra).

O efeito de periodo (Tabela 9) refere-se ao efeito do tempo decorrido durante
0 experimento, determinando diferencas nos parametros cinéticos in vitro de forma
isolada do efeito da dieta e do animal. Esse tipo de efeito pode estar relacionado
com variacfes nas condicdes ambientais (temperatura, umidade, luminosidade,
precipitacdo, etc.) que certamente variam durante o experimento, as quais também
podem afetar o comportamento dos animais (seletividade, consumo de MS e &agua,
etc.), bem como pequenas variagbes que podem ter ocorrido na composicao do
volumoso e concentrado, com o avancar do experimento. Para as variaveis Vf; e ¢;

verificou-se que néo houve efeito significativo (P > 0,05).
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TABELA 9. Efeito de periodo sobre os parametros cinéticos in vitro da producéo de

gases das dietas

Parametros cinéticos

Periodo Ve 0 o P L)® Vi mD® 6 ()P 6T (ml)®
1 22,7993 0,1233 1,4346 b 23,7366 bc  0,0153b 46,5359 b
2 24,6974 0,0638 0,9336 b 19,2530 ¢ 0,0491a 43,9504 b
3 31,9224 0,0869 1,3544 b 26,0698 abc 0,0136b 57,9921 a
4 24,1014 0,1146 22228a 29,6530ab 0,0226 b 53,7544 ab
5 29,8671 0,0891 2,7984a 31,3701a  0,0184b 61,2371a
EPM 2,9340 0,0174 0,2869 2,6927 0,0046 4,1206
Pvalor  0,1208 0,0918 0,0002 0,0192 <,0001 0,0166

Yyolume de gas da fracdo de réapida degradacdo. “Taxa de degrada&éo da fracdo de rapida
degradacéo. ®)Laténcia. “Volume de gas da fracdo de lenta degradacao. Taxa de degradacéo da
fracdo de lenta degradacéao. (G)Produgéo de gés total. DErro padrdo da média. Médias seguidas por
letras diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Diferenga Minima Significativa de
Fisher, a 5 % de probabilidade (P < 0,05).

E importante destacar que a avaliagio de alimentos por intermédio da técnica
in vitro de producdo de gases apesar de ser precisa, pode ser afetada por aspectos
relacionados ao animal doador do indculo, tempo de coleta apds a alimentacéao,
conservagcao e manipulacdo do inéculo, tampdo e meio de cultivo, temperatura de
incubacédo (Rymer et al., 2005), bem como pela composi¢cdo do alimento, a qual
reside no principal objetivo quando da sua conducdo. Deve-se ponderar que 0s
gases acumulados nos frascos de fermentacdo podem ser afetados por variacdes na
composicdo dos alimentos, especialmente teores de proteina e lipideos,
considerando que a fermentacdo de proteinas gera menos gas (Cone e van Gelder,
1999) que a de carboidratos (2,4 mL / 1 % de PB) e que os lipideos ndo séo
fermentados pela microbiota ruminal. Adicionalmente, variacdes na composicdo dos
alimentos ou dietas, especialmente nas propor¢des de CNF e FDN, podem afetar a
producdo de gases por diferentes padrdes de fermentacdo que determinem
variacbes na relacdo acetato:propionato (Blummel et al., 1997). Portanto, o
necessario cuidado deve ser tomado no planejamento de experimentos in vitro por
meio da técnica de producdo de gases, considerando-se o0s aspectos e fontes de
variagao anteriormente mencionados.

Neste sentido, alguns autores tem apontado variacdes na técnica in vitro de
producdo de gases em funcdo da frequéncia de amostragem do liquido ruminal,
tempo de coleta e da diluigdo do liquido ruminal com tamp&o (Nagadi et al., 1999;
Menke e Steingass, 1988; Pell e Schofield, 1993; Cone et al., 1996; Rymer et al.,
1999).
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Adicionalmente, a dieta do animal doador exerce forte influéncia sobre o
ambiente quimico dentro do rdmen e, desta forma, sobre a sua populacdo
microbiana (Weiss, 1994). Portanto, espera-se efeito da composicdo da dieta sobre
a producédo de gas total e os perfis de producédo de gas (Trei et al., 1970; Menke e
Steingass, 1988; Bonsi et al., 1995; Cone et al., 1996; Huntington et al., 1998; Das e
Singh, 1998).

Considerando os efeitos de animal, dieta e periodo, sugere-se que na
avaliacdo de alimentos pela técnica in vitro de producdo de gases, seja usado
liquido ruminal proveniente de pelo menos dois animais diferentes alimentados com
dieta na qual contenha o alimento a ser avaliado, e a incubac&o seja repetida trés
vezes, a fim de se obter valores mais acurados e precisos, considerando que podem
ocorrer variagdes na concentracdo de microrganismos ruminais ou sua atividade em

funcéo de diferentes periodos de incubacao.
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2.4 Conclusoes

Os niveis de torta de algodao exercem efeito negativo sobre os parametros
cinéticos in vitro da producéo de géas, possivelmente por afetar a microbiota ruminal
dos animais e sua atividade.

O animal doador de in6culo e o periodo experimental também afetam os
parametros cinéticos in vitro da producdo de gas e, desta forma, devem ser

considerados nesses tipos de experimentos.
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PARAMETROS CINETICOS DE ALIMENTOS E DIETAS EM FUNCAO DE NIVEIS
DE TORTA DE GIRASSOL

RESUMO - Objetivou-se avaliar a torta de girassol (TG) na dieta de ovinos sobre 0s
parametros cinéticos da digestdo da matéria seca (MS) de alimentos e dietas. O
experimento consistiu em duas etapas: a) cinco ovinos canulados no ramen foram
submetidos as dietas contendo niveis de TG (0; 7; 14; 21 e 28 % na MS) usando um
quadrado latino 5 x 5; b) cada alimento e dieta foi incubado in vitro pela técnica de
producdo de gases. Os niveis de TG causaram reducao da producdo de géas total
(GT) para milho moido (M), TG e silagem de milho (SM), reducdo da producéo de
gas da fracdo de rapida degradacao (Vf,;) para farelo de soja (FS) e SM, e da
producdo de gas da fracdo de lenta digestdo (Vf;) para FS e TG. As taxas de
digestdo c; foram influenciadas de forma linear e quadrética (P < 0,05) pelos niveis
de TG respectivamente para FS e SM, e ¢, de forma linear para FS e cubica para
TG e SM. Observou-se efeito de animal (Vf1, Vf,, e GT) e periodo (laténcia - L e Vfy)
sobre 0s parametros cinéticos. A dieta do animal, bem como o animal e o periodo
experimental afetam os parametros cinéticos da producéo de gas.

Palavras-chave: producdo de gas in vitro, ovinos, ruminantes, nutricdo animal,

Helianthus annuus.
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KINETICS PARAMETERS OF FOODS AND DIETS IN FUNCTION OF
SUNFLOWER CAKE LEVELS

ABSTRACT — The objective of with this work was to evaluated sunflower cake (SC)
in the wethers diets on kinetics parameters of dry matter (DM) digestion of feedstuffs
and diets. The experiment was divided in two phases: a) five ruminally canullated
crossbreed wethers were arranged in a Latin 5x5 Square design in which treatments
were according to SC levels on the diet (0; 7; 14; 21 e 28 % of DM basis), b) each
feedstuff and diet were incubated by in vitro gas production technique. Increasing SC
in the diet reduced total gas production (GT) for ground corn, SC and corn silage
(CS). It was also observed reduction of Vf; for soybean meal (SBM) and CS, as well
as of Vf, for SBM and SC. Digestion rates of c; were linearly and quadratic influenced
for SBM and CS, respectively, according to SC levels. In addition, c, was linearly
influenced for SBM and cubic for SC and CS. Animal effect was observed for Vfy, Vf;
and GT and also for period had significant effect for latency - L and Vf, on kinetic
parameters. Effects of the diet of animal donor, animal and experimental period
affects gas production kinetics.

Keywords: in vitro gas production, ovine, ruminant, animal nutrition, Helianthus

annuus.
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3.1 Introducéao

Com o intuito de se avaliar o valor nutritivo dos alimentos ou de dietas
utilizadas para os animais ruminantes, a técnica in vitro de producdo de gases
(TIVPG) tem sido amplamente utilizada, em detrimento aos métodos gravimétrico in
vitro ou a técnica in situ, pois como vantagens, apresenta o fato de ndo necessitar
de animais preparados cirurgicamente (canulados no rimen), uma vez que o inoculo
pode ser obtido através da utilizacdo de sonda esofagica, ou até mesmo, através do
uso das fezes dos animais (Mauricio et al., 2001).

Adicionalmente, a TIVPG requer o uso de menor consumo/volume de
amostras, uma vez que o volume de gas € mensurado nha mesma amostra ao longo
de todo o periodo de incubacédo; permite ainda estimar a taxa de degradacédo ruminal
da fracdo solavel dos alimentos, quer seja pela utilizacdo de modelos
bicompartimentais ou pela diferenca da producédo de gas entre a matéria seca (MS)
e a fibra em detergente neutro (FDN) (Doane et al., 1997); e finalmente a TIVPG é
menos trabalhosa e mais rapida, ou seja, demanda menor periodo de tempo para a
sua execucao do que a técnica in situ (Pell e Schofield, 1993).

Contudo, o uso das informacdes obtidas a partir da producédo de gas in vitro
na avaliagdo de alimentos e na formulagédo de dietas podem ser inviabilizadas por
algumas fontes de variacdo inerentes a propria técnica, e que podem afetar os
parametros cinéticos estimados. Dentre estas fontes de variacdo, o animal doador
do in6culo pode ser considerado o mais importante, uma vez que devem ser
consideradas as possiveis diferencas existentes entre os animais quanto a sua
seletividade, mastigacdo, absorcdo, caracteristicas fisico-quimicas no rumen e,
consequentemente, sua microbiota; a dieta ofertada ao animal durante o periodo e
antes da coleta do in6culo, a qual também pode afetar as caracteristicas fisico-
quimicas no riumen do animal e sua microbiota coletada para incubacao; além dos
procedimentos usados para a conservacgao, inoculagéo, preparo do meio e aspectos
associados ao meétodo in vitro utilizado (Rymer et al., 2005).

Apesar do seu potencial para avaliar a disponibilidade dos nutrientes em
alimentos e dietas destinados aos animais ruminantes, a TIVPG tem sido pouco
utilizada para avaliar dietas totais para animais ruminantes, principalmente aquelas
gue incluem coprodutos do biodiesel, os quais podem ter efeito marcante na

digestibilidade dos nutrientes, particularmente da fibra. Neste sentido, deve ser
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destacado que tem havido crescente interesse pelo uso da torta de girassol na dieta
de ruminantes no Brasil, motivado pelo aumento da producéo de biodiesel.

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de niveis de torta de girassol na
dieta do animal doador de indculo, do periodo e do proprio animal sobre os

parametros cinéticos da producao de gas in vitro.
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3.2 Material e Métodos

O experimento consistiu em duas fases. A primeira, a fase experimental a
campo (75 dias) foi executada no setor de Ovinocultura da Fazenda Experimental da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), nas coordenadas de 15°51°19.80”
latitude sul e 56°04’18.05” longitude oeste, no municipio de Santo Antdnio do
Leverger, que fica a cerca de 33 km da capital do estado, Cuiaba. Simultaneamente
a esta, a fase laboratorial (segunda fase), consistiu das incubagdes in vitro, as quais
foram conduzidas no Laboratorio de Nutricdo Animal da Faculdade de Agronomia,
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFMT, localizada em Cuiaba, MT.

Na primeira fase, ou seja, no experimento a campo foram utilizados cinco
carneiros machos castrados, adultos, com predominancia da raca Santa Inés,
dotados de canula ruminal, com peso médio corporal de 65,59 + 6,53 kg. Durante
todo o experimento a campo, os animais foram mantidos em baias individuais de
4,5 m?, cobertas, contendo comedouro e bebedouro, as quais foram higienizadas
diariamente. Quinze dias antes do inicio do experimento, os animais foram
identificados, vacinados contra clostridioses, tratados contra endoparasitoses
(moxidectina a 1,0 %) e devidamente casqueados.

O planejamento experimental foi idealizado através de um delineamento em
quadrado latino 5 x 5, consistindo de cinco periodos experimentais de 15 dias cada,
sendo os primeiros dez dias de cada periodo destinados a adaptacdo dos animais
as dietas, e o0s cinco ultimos destinados ao monitoramento do consumo e a coleta de
amostras de alimentos e sobras.

As dietas foram compostas com 40 % de volumoso (silagem de milho) e 60 %
de concentrado, sendo este composto por milho moido, farelo de soja, ureia/sulfato
de amdnio (9:1), mistura mineral e torta de girassol (TG) em niveis crescentes de O;
7; 14; 21 e 28 % com base na MS da dieta, sendo estes os tratamentos
experimentais. As dietas foram balanceadas de forma a serem isoproteicas, com
teor de proteina bruta (PB) de aproximadamente 14 % (NRC, 2007) e foram
fornecidas duas vezes ao dia, as 8:00 h e as 16:00 h, na forma de dieta total
permitindo-se 10 % de sobras diarias.

A composicéo bromatolégica dos alimentos e das dietas experimentais estdo

demonstradas nas Tabelas 1 e 2.
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TABELA 1. Composicdo bromatoldgica dos alimentos: milho moido (Ml), farelo de
soja (FS), torta de girassol (TG) e silagem de milho (SM)

Componente Ingrediente
Ml FS TG SM

Matéria seca — MS® 90,92 91,73 94,78 29,17
Matéria mineral (% MS) 1,13 6,31 4,93 7,61
Matéria organica (% MS) 98,87 93,69 9507 92,39
Proteina bruta (% MS) 8,36 53,89 25,60 6,05
Extrato etéreo (% MS) 3,95 1,13 11,24 2,79
Carboidratos totais (% MS) 86,56 38,66 58,23 83,56
Fibra em detergente neutro (% MS) 10,84 12,15 37,98 55,45
Fibra em detergente acido (% MS) 3,73 8,52 26,81 35,07
FDNcp (% MS)® 9,91 10,25 34,94 5276
Carboidratos néao fibrosos (% MS) 76,65 28,41 23,29 30,79
FDNi (% MS)® 0,58 1,71 26,15 20,99
NIDN® 8,51 3,05 9,67 17,55
NIDA® 4,03 2,73 7,51 10,56

Wos na matéria natural. “Fibra em detergente neutro tratada com alfa-amilase termoestavel e
corrigida para cinzas e proteina. ®Fibra em detergente neutro indigestivel. “”Nitrogénio insolavel em
detergente neutro (% do N total). (S’Nitrogénio insolavel em detergente &cido (% do N total).

TABELA 2. Ingredientes e composi¢do bromatoldgica das dietas experimentais

Dieta (% de torta de girassol na MS™)

Ingrediente

0 7 14 21 28

Milho moido 44,30 40,30 36,32 32,32 28,33
Farelo de soja 13,60 10,60 7,59 4,58 1,57
Torta de girassol 0,00 7,00 14,00 21,00 28,00
Silagem de milho 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Ureia + sulfato de amonio (9:1) 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Mistura mineral® 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80
Componente Composicéo bromatologica (%)

Matéria seca® 66,18 66,43 66,68 66,92 67,16
Matéria mineral (% MS) 6,20 6,31 6,42 6,53 6,64
Matéria organica (% MS) 93,80 93,69 9358 93,47 93,36
Proteina bruta (% MS) 14,24 14,08 13,91 13,75 13,59
Extrato etéreo (% MS) 3,02 3,62 4,21 4,80 5,40
Carboidratos totais (% MS) 77,02 76,48 75,94 75,40 74,85
Fibra em detergente neutro (% MS) 28,64 30,50 32,36 34,22 36,08
Fibra em detergente acido (% MS) 16,84 18,31 19,78 21,26 22,73
FDNcp (% MS)¥ 26,80 28,63 30,37 32,12 33,86
Carboidratos nao fibrosos (% MS) 50,13 47,85 45,57 43,28 41,00
FDNi (% MS)® 8,80 10,64 12,40 14,15 1591

WMatéria seca. “Mistura mineral comercial para ovinos — niveis de garantia/kg: Ca, 177 g; P, 80 g; S,
20 g; Na, 108 g; Co, 40 mg; Cu, 550 mg; I, 60 mg; Se, 15 mg; Mn, 1200 mg; Zn, 3000 mg. ®os na
matéria natural. “Fibra em detergente neutro tratada com alfa-amilase termoestavel e corrigida para
cinzas e proteina. ®Fibra em detergente neutro indigestivel.



48

Na fase laboratorial, foram realizadas cinco incubacfes in vitro para 0s
ingredientes e dietas, uma referente a cada periodo experimental, seguindo o ensaio
da fase experimental a campo, ou seja, seguindo o delineamento em quadrado latino
5 X 5.

Adicionalmente, realizaram-se as incubac¢des dos alimentos (milho moido,
farelo de soja, torta de girassol e silagem de milho) e das dietas em funcdo dos
niveis de inclusédo de TG (0; 7; 14; 21 e 28 %), as quais foram conduzidas pelo uso
da TIVPG, conforme Pell e Schofield (1993), com algumas adaptacdes. Foram
usados frascos de vidro cor ambar com capacidade de 120 mL, onde foram pesados
aproximadamente 200 mg MS dos ingredientes e das dietas experimentais.

Para a incubacgédo in vitro dos ingredientes, o liquido ruminal (inoculo) foi
obtido dos ovinos alimentados com a dieta (cerca de 4 horas apds a alimentacéo)
sem a adicdo de TG em cada periodo experimental, enquanto que para as dietas
contendo os diferentes niveis de TG, o liquido ruminal foi obtido exatamente do
animal que foi submetido ao mesmo nivel de TG na dieta que seria incubado in vitro,
em cada periodo experimental. Apds a coleta do liquido ruminal, a qual foi realizada
4 horas apés a alimentacdo da manha, este foi em seguida acondicionado em
garrafa térmica pré-aquecida e levado para o Laboratério de Nutricdo Animal, onde
foi filtrado em camada dupla de gaze, sendo toda a sua manipulacao realizada sob
aspersao de gas carbodnico (CO,) isento de oxigénio.

Aos frascos foram adicionados 24 mL de solucdo tampao de McDougall
(McDougall, 1948), previamente reduzido com CO; (pH 6,8), mantidos a 39 °C, e
meia hora apés, 6 mL de inéculo ruminal (sob aspersdo de CO,) proveniente dos
ovinos do experimento a campo. Imediatamente apds a adicédo do indculo, os frascos
receberam tampa de borracha, lacre de aluminio e foram colocados em banho-
maria, com agitacao orbital (38,6 rpm), a 39 °C.

As leituras de pressdo (psi — pressdo por polegada quadrada) foram
realizadas por meio de um transdutor de presséo (Datalogger Pressure®, Press Data
800, LANA-CENA/USP, Piracicaba-SP) nos seguintes tempos: 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24;
48; 72 e 96 horas. A conversao de psi para mL foi feita a partir da equacéo de
regressao (Y = a + bx) em que o coeficiente “b” da equagéao possibilitou a corregéo e
transformacdo de pressédo (psi) em volume de gas (mL) corrigido para a pressao
barométrica do dia. Para isso, injetou-se volume conhecido de gas em frascos

mantidos sob as mesmas condicbes das amostras incubadas. As pressdes
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correspondentes aos volumes injetados foram medidas, e utilizadas para a obtencéo
da equacao de regresséao entre pressao e volume de gas.

Para determinacdo da composicdo bromatolégica, as amostras dos
ingredientes dietéticos, concentrados, dietas e sobras foram submetidas a pré-
secagem em estufa de circulagéo forcada de ar com temperatura de 55 °C por 72
horas. Em seguida, essas amostras foram pesadas e moidas em moinho
estacionario tipo Willey com peneira de 1,0 mm. Posteriormente, foi determinado o
teor de MS (secagem definitiva) em estufa a 105 °C por 12 horas, conforme AOAC
(1990).

Apés, todas as amostras foram analisadas quanto ao teor de matéria organica
(MO), matéria mineral (MM), PB e extrato etéreo (EE) também de acordo com 0s
métodos do AOAC (1990). Na analise de FDN, as amostras foram tratadas com alfa-
amilase estavel ao calor (Mertens, 2002), assim como de fibra em detergente acido
(FDA), sendo os respectivos residuos analisados para cinzas e compostos
nitrogenados, como descrito por Licitra et al. (1996).

Os carboidratos totais (CT) foram calculados a partir da equacédo proposta por
Sniffen et al. (1992):

CT =100 - (% PB + % MM + % EE)

Em raz&o da presenca de ureia nas dietas, os carboidratos nédo fibrosos
(CNF) foram calculados conforme Hall (2000):

CNF =100 - [(% PB - % PB da ureia + % de ureia) + % FDNcp + % EE + % cinzas
onde FDNcp ¢é a fibra em detergente neutro, tratada com alfa-amilase termoestavel e
corrigida para cinzas e proteina.

A cinética da producao cumulativa dos gases foi analisada empregando-se o
modelo logistico bicompartimental de Schofield et al. (1994):
V) =Vf/(L+exp(2-4*c,*(T-L)+Vh/(L+exp(2-4*c,*(T-L)))
onde V(t) é o volume total de gas (mL) acumulado no tempo t; Vf;, 0 volume de gas
(mL) oriundo da fracdo de rapida degradacdo; ci, a taxa de degradacdo (h™) da
fracdo de rapida degradacéo; T, o tempo (h); L, a laténcia (h); Vf,, o volume de gas
(mL) da fracdo de lenta degradacdo; c,, a taxa de degradacdo (h™) da fracdo de
lenta degradacéo, por meio do procedimento de modelos néo lineares (PROC NLIN)
do pacote estatistico SAS 9.2 (SAS Institute Inc., 2009).

Os dados de producdo de volume de gas total (GT) e das fracdes de lenta

(Vf,) e rapida (Vf;) degradacao ruminal, as taxas de degradacao destas fracdes (c; e
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c:) e a laténcia (L) foram submetidos a analise de variancia e analisados usando o
procedimento MIXED do pacote estatistico SAS 9.2 (SAS Institute Inc., 2009),
considerando-se um delineamento em quadrado latino 5 x 5.

Os niveis de TG foram considerados como efeito fixo e animal e periodo
como efeito aleatorio. A opgdo LSMEANS foi utilizada para gerar as médias
individuais para cada tratamento. Contrastes ortogonais foram utilizados para
particdo especifica dos efeitos de niveis de TG em linear, quadratico, cubico e
quartico. Antecipa-se que em virtude da auséncia do efeito quartico, este foi omitido
das tabelas. Para o efeito de animal e periodo as compara¢gfes foram realizadas
pela Diferengca Minima Significativa de Fisher. Significancias foram declaradas a
P < 0,05.
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3.3 Resultados e Discusséo

Numericamente, a maior producdo de GT foi observada para o milho moido,
seguido da torta de girassol, do farelo de soja, e finalmente silagem de milho,
usando o indculo ruminal proveniente dos animais que ndo receberam TG na dieta

(Tabela 3), entretanto estes valores ndo diferiram estatisticamente (P > 0,05).

TABELA 3. Parametros cinéticos da degradac&o ruminal dos ingredientes dietéticos
avaliados, estimados pela técnica in vitro de producdo de gases usando liquido
ruminal proveniente dos animais alimentados com dieta isenta de torta de girassol
(TG)

Ingredientes

(P:grgmetro Milho Farelo Torta de Silagem  EPM® P valor
Inético , . . .
moido de soja girassol de milho

Vfy (mL)®@ 13,6369 10,7975 16,3637 6,4663  4,3602 0,4325
c;, (hH)® 0,1301b  0,1083 bc 0,0826 c 0,1827a 0,0172 <,0001
L (h)® 2,6856a  0,5641b 1,0406 b 2,9366a 0,5547 0,0034
Vi, (mL)® 17,7174a 12,1651b  10,2798b 11,9848 b 1,4423 0,0035
c, (h)® 0,0305a  0,0247 a 0,0118 b 0,0249a 0,0035 0,0009
GT (mL)®? 31,3543 22,9626 26,6436 18,4512  3,7538 10,1159
mL gas/mg MS® 0,3135 0,2296 0,2664 0,1845
mL gas/mg CT® 0,3622 0,5940 0,4576 0,2208

WErro padrao da média. ®Volume de gas da fracdo de rapida degradacdo. ®'Taxa de degradacéo da
fracdo de rapida degradacdo. “Laténcia. ®Volume de gas da fracso de lenta degradacso. ®Taxa de
degradacdo da fracdo de lenta degradacdo. ’Producio de gas total (Vf; + Vf,). ®Matéria seca.
®carboidratos totais. Médias seguidas por letras diferentes ha mesma linha diferem entre si, pelo
teste de Diferenca Minima Significativa de Fisher, a 5 % de probabilidade (P < 0,05).

Quando se utilizou indculo ruminal proveniente dos animais que néo
receberam TG, o milho e a silagem de milho apresentaram o maior valor médio para
a L, comparado aos demais alimentos (Tabela 3). Embora o milho seja um
ingrediente comum da dieta dos ovinos, provavelmente a microbiota ruminal destes
animais ndo seja predominantemente representada por microrganismos amiloliticos
e, portanto, ocorreu limitacao inicial de células (enzimas também amiloliticas) para a
degradacdo em maxima velocidade do milho, também reforcado pelo fato da
inclusdo moderada de concentrado (60 % da dieta).

Os niveis de TG nas dietas de ovinos tiveram efeito quadratico sobre a
producdo de gas da fracdo Vf; (P < 0,05) e também sobre as estimativas de L
(P < 0,01) para o milho moido (Tabela 4). Ja& as variaveis c;, Vf, e ¢, ndo foram
afetadas pelos niveis de TG na dieta. Embora GT também tenha sido reduzida
linearmente (P < 0,05) pelos niveis de TG na dieta do animal doador, a diferenga na
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producdo de gas entre a dieta com nivel zero e a dieta com nivel de inclusdo de
28 % de TG é de apenas 8,22 %, quando comparado com o experimento de niveis
de inclusédo de torta de algod&o (TA), conforme Toledo, 2015, cuja reducéao foi de
aproximadamente 20 % da producdo de GT, com o maior nivel de inclusdo desse
alimento. Esse resultado pode ser explicado pela razéo de que a TG possui menores
teores de PB e FDN, e maiores teores de CNF, quando comparada a TA.

TABELA 4. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para milho moido

Parametro  Niveis de torta de girassol (% na MS™ da dieta) ) P valor
g EPM @) @ Q)
cinético 0 7 14 21 28 L Q C
Vi, (mL7)(°’ 13,6369 11,9878 19,3145 16,0931 11,3371 2,4750 0,9409 0,0386 0,1365
¢, (h ? 0,1301 0,1555 0,0767 0,1222 0,1350 0,0201 0,6912 0,1600 0,2480

L(h)(8 2,6856 3,7739 3,8067 3,9640 3,5167 0,4988 0,0107 0,0009 0,5378
Vi, (mL)® 17,7174 18,5580 10,6829 15,4201 17,4382 2,3090 0,5677 0,0554 0,3748
c, (hHH 0,0305 0,0335 0,0205 0,0277 0,0296 0,0032 0,3917 0,0942 0,2492
GT (mL)™ 31,3543 30,5457 29,9974 31,1433 28,7752 0,9581 0,0476 0,5894 0,1142

DMatéria seca. PErmo padrao da média. PLinear. (A)Quadratlco ®ICubico. (G)Volume de géas da fracdo
de rapida degradac;ao Taxa de degrada?ao da fracé@o de rapida degradagao ®Latencia. “Volume
de gas da fracdo de lenta degradacéo. "Taxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
producio de gas total.

Ja para o farelo de soja, os niveis de TG nas dietas do animal doador
causaram um aumento linear da producéo de gas oriunda da fracdo Vf;, bem como
para a L (P < 0,01), enquanto que para c; (P < 0,05), c; e Vf; (P < 0,01) houve
reducao linear com o aumento dos niveis de TG na dieta (Tabela 5). Tal resultado
pode ser explicado pela razdo de que a TG possui menor teor de PB (a qual pode
diminuir a producdo de gases) e maior concentracdo de CT, em comparacao ao
farelo de soja. A diferenca da producédo de GT entre o nivel zero e 28 % de TG na
dieta é de aproximadamente 6 %, valor este considerando pequeno, se comparado

aos 24 % observados para o efeito da TA sobre a mesma variavel (Toledo, 2015).
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TABELA 5. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indéculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para farelo de soja

Parametro _ Niveis de torta de girassol (% na MS" da dieta) @ P valor

e EPM ©) @ ©)
cinético 0 7 14 21 28 L Q C
Vi, mL)® 10,7975 9,9375 13,6332 12,2462 14,2586 1,0076 0,0002 0,8028 0,6252
¢, (h™H)Y 0,1083 0,1203 0,0749 0,1020 0,0823 0,0134 0,0374 0,8121 0,7553
L (h)® 0,5641 1,5892 1,0113 1,6808 1,6217 0,3242 0,0044 0,2886 0,2573
Vi, mL)® 12,1651 9,7459  7,3733 8,9806 7,2114 0,8980 0,0001 0,0821 0,1981
c, (hHH 0,0246 0,0227 0,0135 0,0226 0,0141 0,0034 0,0086 0,5649 0,2016

GT mL)™ 229626 19,6834 21,0065 20,8371 21,4700 1,2822 0,3743 0,0122 0,0848

WMatéria seca. “Erro padrao da média. ®Linear. “Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracdo
de rapida degradacéao. Taxa de degradacgédo da fracdo de rapida degradacao. @ aténcia. “Volume
de gas da fracdo de lenta degradacéo. 9Taxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
Mproducio de gas total.

Os niveis de TG ndo tiveram efeito sobre as variaveis Vf; e c1, mas causaram
reducdo linear (P < 0,05) da producéo de gas para Vf, e GT para TG (Tabela 6).
Entretanto, os niveis de TG tiveram efeito quadratico (P < 0,01) e cubico (P < 0,01),
respectivamente sobre L e c,. A estimativa da GT observada para a TG com a dieta
do animal doador contendo 28 % de TG é cerca de 20 % menor que o valor
estimado quando a dieta do animal doador ndo apresentava TG (nivel de inclusao

zero).

TABELA 6. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indéculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para torta de girassol

Parametro _ Niveis de torta de girassol (% na MS" da dieta) @ P valor

L EPM 6] @) ©)
cinético 0 7 14 21 28 L Q C
Vf, (mL)® 8,1819 9,3719 8,7936 8,3198 8,3385 0,6265 0,7313 0,3730 0,3053
¢, (™) 0,0007 0,0698 0,0656 0,1054 0,0768 0,0102 0,8210 0,4814 0,4814
L (¥ 0,0520 0,6031 0,9126 0,8384 0,1430 0,2923 0,6694 0,0162 0,7021
Vi, (mL)® 11,3748 10,1422 11,2361 6,8604 6,9549 1,7417 0,0336 0,6564 0,6982
c, (hHHY 0,0131  0,0065 0,0057 0,0192 0,0089 0,0034 0,7010 0,6030 0,0139

GT (mL)"Y 19,6506 18,9780 20,1884 14,8421 156434 1,9310 0,0290 0,5563 0,4260

WMatéria seca. “Erro padrao da média. ®Linear. “’Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracdo
de rapida degradacdo. "Taxa de degradacao da fracdo de rapida degradacso. ®Laténcia. Volume
de gés da fracdo de lenta degradacéo. 9Taxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
producio de gas total.

Para a silagem de milho, os niveis de TG na dieta do animal doador causaram
reducao linear (P < 0,01) de Vf; e da producao de GT, mas tiveram efeito quadratico
(P < 0,01) sobre as variaveis c;, L e Vf, (Tabela 7). Efeito cubico (P < 0,01) dos
niveis de TG foi observado sobre c,. A diferenca na producdo de GT entre o nivel de

inclusé@o zero e 28 % nesse caso é de apenas 8 %, valor este menor, se comparado
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aos cerca de 32 % observados para o efeito da TA sobre a mesma variavel (Toledo,
2015).

TABELA 7. Efeitos da dieta fornecida ao animal doador de indculo sobre os

parametros cinéticos in vitro estimados para silagem de milho

Parametro  Niveis de torta de girassol (% na MS™ da dieta) EpM@ P valor
cinético 0 7 14 21 28 L® Q¥ c®
Vi, (mL7)(b) 6,4663 6,9250 5,9054  6,1759 5,0771 0,4965 0,0004 0,0980 0,9089
Cy (h'l?( ) 0,1827 0,1064 0,1673 0,1719 0,2151 0,0238 0,0067 0,0018 0,0445
L (h)(8 29366 4,1700 3,7229 3,2550 3,1337 0,4612 0,4945 0,0047 0,0152

Vf, mL)® 11,9848 10,2587 11,4268 10,9069 11,8524 0,5313 0,6601 0,0012 0,1247
c, (hHH 0,0249 0,0204 0,0236 0,0249 0,0252 0,0014 0,0826 0,0342 0,0075
GT mL)™ 184512 17,1837 17,3394 16,9627 16,9295 0,7294 0,0050 0,1453 0,3530

WMatéria seca. ®Erro padrdo da média. ®Linear. “Quadratico. ®Cubico. ®Volume de gas da fracdo
de rapida degradacio. “Taxa de degrada?éo da fracdo de rapida degradacdo. ®Laténcia. ©Volume
de gas da fracdo de lenta degradacéo. 9Taxa de degradacdo da fracdo de lenta degradacéo.
producio de gas total.

Ainda observando as Tabelas 4 a 7, pode-se notar que 0s niveis de TG na
dieta do animal doador tiveram diferentes efeitos sobre os parametros cinéticos da
producdo de gas in vitro e, diferente do observado para o efeito da TA (Toledo,
2015), para algumas variaveis e alimentos os efeitos foram positivos. Esse
comportamento pode ser explicado, em parte, por possiveis interacbes entre a
microbiota coletada do animal doador, dependente basicamente da sua dieta, com
0s componentes nutritivos de cada alimento (PB, CT, FDN, CNF, etc).

Conforme observado na Tabela 1, a TG apresenta maior teor de EE que os
demais ingredientes dietéticos e também maior teor de FDN e FDNi (fibora em
detergente neutro indigestivel) que o milho e farelo de soja, ingredientes cuja
porcentagem foi reduzida na dieta com o incremento dos niveis de TG. Apesar disso,
para alguns alimentos, houve efeito positivo ou auséncia de efeito da inclusdo da
TG, apesar deste alimento apresentar maior concentracdo de componentes de mais
dificil digestdo (FDN) e indigestiveis (FDNi), bem como maior propor¢cdo de
compostos que possivelmente apresentem efeito toxico a microbiota ruminal (EE).
Rodrigues (2012) verificou que niveis crescentes de TG na dieta de cordeiros nao
afetaram a digestdo aparente total de qualquer nutriente avaliado, entretanto
Rodrigues et al. (2013) observaram redugcdo do ganho médio diario com o aumento
da inclusdo de TG na dieta de cordeiros. A possivel explicacdo para tal
comportamento talvez seja em funcdo de que os dados de digestibilidade foram

obtidos com animais canulados no rimen com maior peso corporal e menor
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consumo de MS em relagéo ao peso corporal, enquanto os dados de desempenho
foram obtidos em cordeiros jovens, ndo canulados, que apresentaram maior
consumo de alimentos em relacdo ao peso corporal.

O efeito do animal doador do in6culo foi verificado nas variaveis Vf;, Vi,
(P <0,01) e GT (P < 0,05), (Tabela 8), pois diferentes animais podem apresentar
diferentes condi¢des ruminais, em funcéao de diferengcas no comportamento alimentar
(seletividade), taxa de ingestdo, mastigacdo, secrecdo salivar, volume ruminal,
tamanho e concentracdo de papilas ruminais, bem como sua taxa de passagem de
solidos e liquidos, Essas variaveis podem afetar as condi¢des fisico-quimicas no
rimen e, portanto, na sua microbiota (Weimer et al.,, 2010). Desta forma,
provavelmente houve diferenca na concentracdo de microrganismos ou nos tipos de
microrganismos coletados no indculo ruminal de cada animal, o que teria
proporcionalmente elevado efeito sobre os eventos iniciais da producdo de gas, tais
como taxa de digestdo de CNF, Vf; e L do que sobre os parametros c; e Vfs.

TABELA 8. Efeitos do animal sobre os parametros cinéticos in vitro da producao de

gases das dietas

Parametros cinéticos

Animal =G D G 0P L)® Vh (mD® 6 (P 6T (mD)©
2 8,0831 bc 0,1357 2,0690  13,0209ab 0,0210 21,1040 b
4 9,8213bc  1,4821 25274  11,6722bc 0,0188 21,4934 ab
5 12,2927a 0,0695 3,1461  10,9715¢ 0,0180 23,2643 a
31 73266c 00798  3,3975  13,4107a 0,0224  20,7374b
49 10,0383 ab 0,0893  2,4947  12,5096ab 0,0193 22,5479 ab
EPMY 00,8022 0,5872  0,3211 0,4766 0,0012 0,6062
Pvalor 00017 04116 0,0570 0,0083  0,1296 0,0412

“volume de gas da fracdo de rapida degradacdo. “Taxa de degrada%éo da fracdo de rapida
degradacéo. ®)Laténcia. “Volume de gas da fracdo de lenta degradacao. Taxa de degradacéo da
fracdo de lenta degradacdo. ®Producio de gas total. “Erro padrdo da média. Médias seguidas por
letras diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Diferenca Minima Significativa de
Fisher, a 5% de probabilidade (P < 0,05).

A seletividade entre os animais é muito comum, especialmente em ovinos, 0S
quais apresentam sensiveis diferencas nos padrbes de selecdo da dieta, onde
alguns animais selecionam mais algum tipo de componente, como o0 concentrado
enquanto outros preferem consumir o volumoso. Isso tem sido recorrentemente
notado em alguns experimentos (Lima, 2012; Rodrigues, 2012) e tal comportamento
comprovado pela avaliacdo das sobras das dietas dos animais, as quais

apresentam-se com mais volumoso para alguns e com mais concentrado para
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outros. Se alguns animais consomem preferencialmente concentrado, certamente
terdo uma populagdo microbiana do rdmen distinta dos animais que optam pelo
consumo preferencial de volumoso.

O efeito de periodo (Tabela 9) refere-se ao efeito do tempo decorrido durante
0 experimento, determinando diferencas nos parametros cinéticos in vitro de forma
isolada do efeito da dieta e do animal. Esse tipo de efeito pode estar relacionado
com variacbes nas condicdes ambientais (temperatura, umidade, luminosidade,
precipitacdo, etc.) que certamente variam durante o experimento, as quais também
podem afetar o comportamento dos animais (seletividade, consumo de MS e 4gua,
etc.), bem como pequenas variagdes que talvez tenham ocorrido na composi¢céo do
volumoso e concentrado, com o0 avancar do experimento. Observou-se que apenas
para as variaveis L e Vf; houve efeito significativo (P < 0,05). Esse tipo de efeito
permite inferir que o uso de amostras de alimentos “padrédo” em cada incubacgéo é

crucial para corrigir efeitos de periodo e animal.

TABELA 9. Efeito de periodo sobre os parametros cinéticos in vitro da producao de

gases das dietas

Parametros cinéticos

Periodo D™ o, D@ LY® VEmD)® & 0P 6T (mL)®
1 10,0246  0,1028  1,9533c  12,1158ab 0,0195 22,1404
2 10,4794  1,3418  2,3864bc 11,0021b  0,0186 21,4815
3 8,8932  0,1168  2,5596bc 12,9575a 0,0208 21,8506
4 84557  0,1995  3,622la 12,7070a 0,0214 21,1627
5 9,7090  0,0954  3,1133ab 12,8027a 00192 22,5118
EPMY  0,8022  0,5872 0,3211 0,4766 0,0012 0,6062
Pvalor 04700 055019  0,0179 0,0411 0,5143 0,6247

“volume de gas da fracdo de rapida degradacdo. “Taxa de degrada%éo da fracdo de rapida
degradacéo. ®)Laténcia. “Volume de gas da fracdo de lenta degradacao. Taxa de degradacéo da
fracdo de lenta degradacdo. ®Producio de gas total. “Erro padrdo da média. Médias seguidas por
letras diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Diferengca Minima Significativa de
Fisher, a 5 % de probabilidade (P < 0,05).

Vale destacar que a avaliacdo de alimentos por intermédio da TIVPG apesar
de ser precisa, pode ser afetada por aspectos relacionados ao animal doador do
indculo, tempo de coleta ap0s a alimentacdo, conservacdo e manipulacédo do
inodculo, tampédo e meio de cultivo e temperatura de incubagédo (Rymer et al., 2005),
bem como pela composi¢ao do alimento, a qual reside no principal objetivo quando
da sua conducao. Entretanto, ponderando que os gases acumulados nos frascos de

fermentacdo podem ser afetados por variacbes na composicdo dos alimentos,
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especialmente teores de proteina e lipideos, considerando que a fermentacdo de
proteinas gera menos gas (Cone e van Gelder, 1999) que a de carboidratos
(2,4 mL /1 % de PB) e que os lipideos néo sao fermentados pela microbiota ruminal.
Adicionalmente, em funcdo da sua composicdo, pode afetar a producdo de gases
por diferente padrdo de fermentacdo, que determine variagdes na relagao
acetato:propionato (Blimmel et al., 1997).



58

3.4 Conclusdes

Os niveis de torta de girassol na dieta do animal doador de inéculo tiveram
efeito sobre os parametros cinéticos da produgéo de gés in vitro.

Os niveis de torta de girassol exercem diferentes efeitos sobre os parametros
cinéticos in vitro da producao de gas, possivelmente por afetar a microbiota ruminal
dos animais.

O animal doador de inéculo e o periodo experimental também afetaram os

parametros cinéticos in vitro da producao de gases.
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SIMULACAO DA DIGESTAO DE DIETAS CONTENDO COPRODUTOS DO
BIODIESEL PELA TECNICA IN VITRO DE PRODUCAO DE GASES

RESUMO - Objetivou-se com este trabalho simular a digestdo da matéria organica
(MO) de dietas contendo diferentes niveis de torta de algoddo (TA) ou torta de
girassol (TG) por meio de estimativas das taxas de digestdo das fracbes da MO
obtidas pela técnica in vitro de producédo de gases (TIVPG) através da comparacao
com valores observados in vivo. Dois experimentos in vivo foram conduzidos a fim
de avaliar os efeitos de niveis de inclusdo da TA ou TG (0; 7; 14; 21 e 28 % na
matéria seca - MS) sobre a digestdo da MO, tendo sido usados cinco ovinos
canulados no rimen em cada um dos experimentos. As dietas e ingredientes dos
experimentos in vivo foram incubadas in vitro pela técnica de producdo de gases,
permitindo estimar as taxas de digestdo da fracdo sollvel e insoluvel da MO, as
quais foram usadas para estimar a digestdo da MO das dietas, sendo esses valores
usados na simulacdo, por meio da sua regressdo com o0s valores obtidos nos
experimentos in vivo. A simulacédo dos valores preditos e observados para a digestao
total da MO para os niveis de TA indicou semelhanga para os valores de Bo € Ba,
enquanto que para a TG o mesmo comportamento ndo ocorreu, sendo observada
diferenca significativa (P > 0,05) para Bo e B1, ou seja os valores preditos ndo foram
semelhantes aos observados. A simulacdo de todos os dados em conjunto (TA +
TG) também n&o encontrou diferengas para o € B1, 0 que permite inferir que TIVPG
pode ser usada para avaliar a digestdo total de dietas, por apresentar elevada

sensibilidade a variacdo da disponibilidade de nutrientes de alimentos e dietas.

Palavras-chave: parametros cinéticos, ovinos, nutricdo animal, Gossypium

hirsutum, Helianthus annuus.
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SIMULATION OF DIGESTION OF DIETS CONTAINING BIODIESEL
BYPRODUCTS BY IN VITRO GAS PRODUCTION TECHNIQUE

ABSTRACT — The objective of this work was to simulate the digestion of organic
matter (OM) of diets containing different levels of cottonseed cake (CC) or sunflower
cake (SC) by estimation of digestion rates of OM fractions by in vitro gas production
technique (IVGPT), which were compared to observed values. Two in vivo trials were
carried out in order to evaluate the CC and SC levels (0; 7; 14; 21 e 28 % of dry
matter - DM) on OM digestion, in which five ruminally fitted wethers were used. In
addition, feedstuffs and diets used in the in vivo trials were incubated by IVPGT in
order to access the digestion rates for soluble and insoluble fractions of OM, which
have been used for estimate the OM digestion of diets. These values were used in
simulation by its regression with values from in vivo trials. Simulation of predicted and
observed of total digestion of organic matter for CC levels indicated similar values for
Bo e B1, while it was not observed for SC levels, where was observed difference (P <
0.05) for for Bo e B indicating differences among observed and predict values.
However, when data from two trials used regressed together (CC and SC) we did not
find for Bo e B1, which permit to infer that IVGPT might be used to evaluate OM
digestion for diets considering that this technique presents high sensitivity to variation

in the nutrients availability on foods and diets.

Keywords: kinetic parameters, ovine, animal nutrition, Gossypium hirsutum,

Helianthus annuus.
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4.1 Introducao

A producado de algodao e girassol e a sua utilizagdo para a producdo de
biodiesel tem sido uma alternativa para a reducéo no uso de combustiveis fosseis.
No Brasil, o grdo de algoddo é a segunda fonte lipidica mais usada para esta
finalidade, seguido do girassol, 0s quais geram respectivamente as tortas de
algodao (TA) e de girassol (TG) como principais coprodutos. Essas tortas tem sido
usadas na dieta de ruminantes como fonte de proteina, energia e fibra até o limite de
20 % da matéria seca (MS), objetivando manter o teor de lipideos dessa dieta
inferior a 6 % (Jenkins, 1993). Embora a presenca de lipideos aumente a
concentragdo energética da TA e TG, podem ocorrer efeitos negativos destes
compostos no ambiente ruminal, culminando com a reducéo da digestao da fibra.

O conhecimento do valor nutritivo dos alimentos € fundamental para
processos de adequacdo de dietas destinadas a alimentagcdo dos ruminantes.
Entretanto, a experimentacdo com animais é dispendiosa, laboriosa e consumidora
de muito tempo. Neste sentido, a técnica in vitro de producgéo de gases (TIVPG) tem
sido amplamente utilizada para avaliar o valor nutritivo de alimentos para ruminantes
(Pell e Schofield, 1993).

Os atuais sistemas de avaliagdo de dietas para 0os ruminantes necessitam de
informacdes precisas e acuradas a respeito dos parametros cinéticos da digestao
dos nutrientes em diferentes secdes do trato gastrintestinal, especialmente no
rimen, ja que este é o principal compartimento digestivo nestes animais. Entretanto,
para que estas estimativas sejam precisas e acuradas e possam ser usadas nesses
sistemas, torna-se necessaria a simulacédo e validacdo dos métodos usados para
obté-las, por meio da sua comparacdo com valores obtidos no animal (Detmann et
al., 2005).

Portanto, objetivou-se simular a digestdo da MS de dietas contendo a torta de
algoddo ou de girassol utilizadas na alimentagdo de ovinos por meio da sua

comparacao com valores medidos no animal e avaliar a acurcia dessas estimativas.
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4.2 Material e Métodos

A fase experimental a campo foi realizada no setor de Ovinocultura da
Fazenda Experimental da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), localizado
a 15°51’19.80” latitude sul e 56°04°18.05” longitude oeste, no municipio de Santo
Antdnio do Leverger, distante cerca de 33 km da capital do estado, Cuiaba. As
incubac®es in vitro foram conduzidas simultaneamente ao experimento a campo, no
Laboratério de Nutricdo Animal da Faculdade de Agronomia, Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UFMT, localizado em Cuiaba, MT.

Foram realizados dois experimentos de digestibilidade (in vivo) no sentido de
avaliar niveis de TA ou TG na dieta de ovinos em confinamento. Os dados relativos
aos animais, dietas e amostragens dos ensaios de digestdo constam em Lima
(2012) e Rodrigues (2012). Os detalhes relativos as incubagfes pela técnica in vitro
de producgéo de gases constam em Toledo (2015).

As dietas experimentais e sua composi¢cédo sao apresentadas nas Tabelas 1 e

TABELA 1. Ingredientes e composicdo bromatologica das dietas experimentais

usadas com torta de algodao

Dieta (% de torta de algodéo na MS®)

Ingrediente 0 7 14 21 58
Milho moido 41,4 37,2 33,6 29,4 25,2
Farelo de soja 16,2 13,2 10,2 7,2 4,2
Torta de algodéao 0,0 7,2 13,8 21,0 28,2
Silagem de milho 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Ureia + sulfato de amonio (9:1) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Mistura mineral® 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Componente Composi¢éo bromatoldgica (%)
Matéria seca® 65,93 66,50 66,38 66,81 66,63
Matéria mineral (% MS) 7,91 7,93 7,92 7,94 7,95
Matéria organica (% MS) 92,09 92,07 92,08 92,06 92,05
Proteina bruta (% MS) 16,17 16,37 16,45 16,65 16,86
Extrato etéreo (% MS) 3,36 3,81 4,25 4,70 5,16
Carboidratos totais (% MS) 74,37 73,66 73,14 72,43 71,72
Fibra em detergente neutro (% MS) 29,29 32,05 34,57 37,32 40,07
Fibra em detergente acido (% MS) 2481 27,17 29,31 31,66 34,02
FDNcp (% MS)¥ 25,50 28,15 30,58 33,22 35,87
Carboidratos nao fibrosos (% MS) 48,87 4552 4256 39,20 35,85
FDNi (% MS)® 9,70 1154 1322 15,06 16,89

WMatéria seca. “Mistura mineral comercial para ovinos — niveis de garantia/kg: Ca, 177 g; P, 80 g; S,
20 g; Na, 108 g; Co, 40 mg; Cu, 550 mg; I, 60 mg; Se, 15 mg; Mn, 1200 mg; Zn, 3000 mg. ®os na
matéria natural. “Fibra em detergente neutro tratada com alfa-amilase termoestavel e corrigida para
cinzas e proteina. ®Fibra em detergente neutro indigestivel.
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TABELA 2. Ingredientes e composicdo bromatologica das dietas experimentais
usadas com torta de girassol

Dieta (% de torta de girassol na MS™)

Ingrediente

0 7 14 21 28

Milho moido 44,30 40,30 36,32 32,32 28,33
Farelo de soja 13,60 10,60 7,59 4,58 1,57
Torta de girassol 0,00 7,00 14,00 21,00 28,00
Silagem de milho 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Ureia + sulfato de amoénio (9:1) 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Mistura mineral® 1,80 1,80 180 1,80 1,80
Componente Composicéo bromatoldgica (%)

Matéria seca® 66,18 66,43 66,68 66,92 67,16
Matéria mineral (% MS) 6,20 6,31 6,42 6,53 6,64
Matéria organica (% MS) 93,80 93,69 93,58 93,47 93,36
Proteina bruta (% MS) 1424 14,08 13,91 13,75 13,59
Extrato etéreo (% MS) 3,02 3,62 4,21 4,80 5,40
Carboidratos totais (% MS) 77,02 76,48 75,94 7540 74,85
Fibra em detergente neutro (% MS) 28,64 30,50 32,36 34,22 36,08
Fibra em detergente acido (% MS) 16,84 18,31 19,78 21,26 22,73
FDNcp (% MS)®¥ 26,89 28,63 30,37 32,12 33,86
Carboidratos néao fibrosos (% MS) 50,13 47,85 4557 43,28 41,00
FDNi (% MS)® 8,89 10,64 12,40 14,15 1591

WMatéria seca. “Mistura mineral comercial para ovinos — niveis de garantia/kg: Ca, 177 g; P, 80 g; S,
20 g; Na, 108 g; Co, 40 mg; Cu, 550 mg; I, 60 mg; Se, 15 mg; Mn, 1200 mg; Zn, 3000 mg. ®os na
matéria natural. “’Fibra em detergente neutro tratada com alfa-amilase termoestavel e corrigida para
cinzas e proteina. ®Fibra em detergente neutro indigestivel.

As predicdes da digestao aparente total da matéria organica (DAPTMO) foram
obtidas mediante a utilizacdo da seguinte equacao (Cabral et al., 2011):

DAPTMO (kg/dia) = MODR + MODPOR (1)
onde MODR ¢é a matéria organica da dieta digerida no rimen; MODPOR ¢é a matéria
organica da dieta digerida apés o rimen.

A MODR foi calculada a partir da seguinte equacao (Cabral et al., 2011):
MODR = MOSDN ingerida*kq/(kq + k) + MOFDNCcp ingerido*kg/(Kq + Kp) (2)
onde MOSDN representa a matéria organica solavel em detergente neutro;
MOFDNCcp, representa a matéria organica como fibra em detergente neutro corrigido
para cinza e proteina; kg, representa a taxa de digestdo ruminal estimada para cada
fracdo por intermédio da técnica in vitro de producdo de gases; k,, a taxa de
passagem ruminal de cada fracao.

Os valores de taxa de passagem ruminal da MOSDN e MOFDNcp utilizados
para estimar a digestao ruminal e, consequentemente, para calcular o escape destas

fracOes, foram obtidos de acordo com as equacdes apresentadas por Cannas e Van
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Soest (2000).

Para estimar a MODPOR foram considerados valores de kq e kp, apos o
calculo de MOSDN e MOFDNCcp que escapavam do rumen. Para estimar a digestédo
pos-ruminal, considerou-se o ky neste local como sendo 90 % da taxa de digestéao
ruminal; ky;, a taxa de passagem da matéria organica nos intestinos, sendo utilizado
o valor de 0,125 h™ para a MOFDNcp (Detmann et al., 2001) e o dobro deste valor
(0,250 h'*) para o k, da MODSN.

A validacao das predicOes relativas a digestdo aparente total da matéria seca
(g/dia), pela TIVPG, foi realizada de forma independente aos tratamentos, por
intermédio do ajuste de regressao linear simples (modelo completo) dos valores
preditos em relacdo aos valores observados. As estimativas dos parametros de
regressao foram testadas sob as hipdteses: Ho®: Bo = 0 e Ho®™: B, = 1. Utilizou-se o
pacote estatistico SAS 9.2 (SAS Institute Inc., 2009), adotando-se a = 0,05.

As taxas de digestao das fracdes soluveis e insolUveis das dietas onde foram
avaliados niveis de TA e TG sao apresentadas nas Tabelas 3 e 4, respectivamente,
utilizadas para estimar a digestao ruminal e pés-ruminal da matéria organica (MO).

TABELA 3. Valores médios das taxas de digestdo estimadas para as fracfes de
rapida e lenta degradacgéo ruminal para as dietas em funcao dos niveis de inclusédo

de torta de algodao

Niveis de torta de algod&o (% na MS™ da dieta)

Parametro cinético

0 7 14 21 28
c; (hH)@ 0,0897 0,0887 0,0780 0,1711 0,0896
c, (h"H® 0,0219 0,0185 0,0192 0,0202 0,0161

WMatéria seca. PTaxa de degradacdo da fracdo de rapida degradacdo. ®Taxa de degradacédo da
fracdo de lenta degradacéao.

TABELA 4. Valores médios das taxas de digestdo estimadas para as fracdes de
rapida e lenta degradacao ruminal para as dietas em funcdo dos niveis de inclusao

de torta de girassol

Niveis de torta de girassol (% na MS™ da dieta)

Parametro cinético

0 7 14 21 28
c; (hH)@ 0,1322 0,0707 0,0874 0,0727 0,1046
c, (h"H® 0,0222 0,0172 0,0179 0,0162 0,0193

WMatéria seca. PTaxa de degradacdo da fracdo de rapida degradacdo. ®Taxa de degradacédo da
fracdo de lenta degradacéao.
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4.3 Resultados e Discusséao

Observando a correlacdo entre a digestibilidade aparente da MO predita
(g/dia) a partir dos parametros cinéticos obtidos por intermédio da TIVPG e a
digestdo da MO observada in vivo (g/dia) em ovinos alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de TA (Figura 1), nota-se elevada frequéncia de pontos
junto a reta da equacdo Y = X, o que sinaliza a acuracia das estimativas.
Adicionalmente, usando o Model Evaluation System — MES (Tedeschi, 2006), nao foi
observado diferenca significativa (P > 0,05) entre os valores preditos e observados
tanto para o intercepto B, (aceita-se Ho®) quanto para o coeficiente angular (aceita-
se Ho®™: B1 = 1), indicando que os valores preditos foram acurados na estimacdo dos

valores observados.
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FIGURA 1. Correlagéo entre a digestao total da MO observada (in vivo) e digestao
total da MO predita pelos parametros cinéticos estimados pela técnica in vitro de
producado de gases para a torta de algodéo. P > 0,05.

Diferentemente do observado para as dietas com niveis de TA, a simulacdo
dos valores preditos e observados no MES (Tedeschi, 2006) para as dietas com

niveis crescentes de TG, foi observado diferenca significativa (P < 0,05) tanto para
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Bo quanto para 1, 0 que significa que os valores preditos ndo sdo semelhantes aos
observados. Isso indica que as estimativas obtidas pela TIVPG n&o foram acuradas
para predizer a digestdo da MO das dietas em funcéo dos niveis de TG. Desta
forma, na Figura 2, nota-se elevada frequéncia de pontos observados distantes da
reta da equacdo Y = X, bem como elevada dispersdo dos residuos (valor predito

menos o valor observado).
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FIGURA 2. Correlacéo entre a digestdo total da MO observada (in vivo) e digestéao
total da MO predita pelos parametros cinéticos estimados pela técnica in vitro de
producédo de gases para a torta de girassol. P > 0,05.

Na Figura 3 foram reunidos os dados dos dois experimentos, ou seja, dados
de digestdo da MO predita e observada para as dietas com niveis crescentes de TA,
assim como os dados de digestdo da MO predita e observada para as dietas com
niveis crescentes de TG. Apesar de alguns pontos observados estarem fora da reta
Y = X, bem como haver razoavel nimero de residuos dispersos, analisado os
valores preditos e observados no MES, néo foi identificada diferenca significativa
(P < 0,05) para Bo e B1, 0 que indica acuracia das estimativas em predizer os valores
de digestibilidade da MO das dietas.
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FIGURA 3. Correlacéo entre os valores preditos e observados para a digestao total
da MO de dietas contendo niveis crescentes de torta de algodéao e torta de girassol
(dados analisados em conjunto). P > 0,05.

Detmann et al. (2005), avaliando a acurécia das estimativas obtidas pelo uso
da TIVPG, verificaram superestimativas da degradacdo ruminal dos carboidratos
totais. Entretanto, considerando que o0s autores supracitados trabalharam com
estimativas de consumo, e ndo com consumo medido no animal, uma vez que se
tratava de novilhos a pasto, pode-se inferir que as estimativas de consumo podem
estar aumentadas e com isto, proporcionar superestimativas da quantidade de
carboidratos totais digeridos no rimen.

Neste caso, os referidos autores obtiveram as estimativas das taxas de
digestado das fragbes dos carboidratos a partir de curvas de producdo de gases de
120 horas, o que pode confundir a interpretacdo dos resultados, pois parte dos
gases medidos em longos tempos de incubacdo podem refletir a autdlise e
reciclagem de compostos das células dos microrganismos e ndo mais 0s
constituintes dos alimentos, tais como os carboidratos, conforme relatado por Cone e
van Gelder (1999). Neste sentido, a utilizagcdo de dados obtidos a partir de tempos
de incubacdo muito prolongados podem gerar subestimativas das taxas de digestao
dos carboidratos dos alimentos, as quais néo refletem os valores reais nos alimentos

e dietas.
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Huhtanen et al. (2008) verificaram que a digestibilidade in vivo da fibra em
detergente neutro (FDN) de silagens de 15 gramineas pode ser predita de forma
acurada e precisa a partir de um sistema automatizado de mensuracéo da producéo
de gas in vitro. Cabral et al. (2011) constataram que o uso dos parametros cinéticos
obtidos a partir do uso da TIVPG foi acurado para predizer a digestdo ruminal e total
dos carboidratos fibrosos (CF) em bovinos.

Contrariamente, Vieira et al. (2000) observaram subestimacédo da digestao
ruminal dos CF para bovinos mantidos sob condicbes de pastejo, e atribuem as
falhas na obtencdo das estimativas dos parametros da cinética de degradacéo in
vitro para os CF, por meio do método gravimétrico, assim como aos erros
decorrentes da obtencdo das estimativas das taxas de passagem. Considerando
gue estes autores obtiveram os valores para a taxa de passagem das particulas por
intermédio do cromo mordantado a fibra, a taxa de passagem das particulas
marcadas pode ser superior as particulas da fibra do alimento, uma vez que a
extracdo com detergente neutro pode alterar a estrutura fisica da parede celular e a
ligacdo com o cromo pode aumentar a densidade das particulas, fazendo com que
as particulas marcadas escapem do rumen de forma mais rapida do que as
particulas ndo tratadas com cromo (Detmann et al., 2001).

De acordo com Mertens (1994), a variacdo na taxa de passagem da digesta
do rimen apresenta elevado efeito na predicdo da digestdo dos CF, uma vez que
estes Ultimos apresentam lenta taxa de digestdo ruminal, sendo, portanto,
grandemente afetados por pequenas variagdes na taxa de passagem ruminal e suas

estimativas.
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4.4 Conclusdes

A simulacdo dos valores preditos com 0s observados relativos a digestdo da
MO das dietas com niveis crescentes de TA permitiu gerar estimativas acuradas,
entretanto, 0 mesmo comportamento nao foi observado quando foi feita a simulagéo
para as dietas que envolveram a inclusédo de niveis de TG.

Entretanto, a simulacdo dos valores preditos e observados reunindo os dados
dos dois experimentos, ou seja, niveis de TA e de TG simultaneamente, permitiu
identificar que as estimativas foram acuradas, ndo havendo diferenca entre os
valores preditos e observados.

A TIVPG apresenta elevada sensibilidade a variagdo na disponibilidade de
nutrientes dos alimentos ou dietas, pois a producéo de gas € responsiva ao aumento
da quantidade de nutrientes disponiveis nos alimentos ou dietas. Portanto, esta

técnica pode ser usada para avaliar a digestéo total das dietas.
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5 CONCLUSOES

Os niveis de torta de algodédo exercem efeito negativo sobre os parametros
cinéticos in vitro da producdo de géas, possivelmente por afetar a microbiota ruminal
dos animais e sua atividade.

Os niveis de torta de girassol exercem diferentes efeitos sobre os parametros
cinéticos in vitro da producao de gas, sendo positivos e negativos, possivelmente por
afetar a microbiota ruminal dos animais e sua atividade.

O animal doador de in6culo e o periodo experimental tanto para a torta de
algodao quanto para a torta de girassol, afetam os parametros cinéticos in vitro da
producdo de gas e, desta forma, devem ser considerados nesses tipos de
experimentos.

A simulacéo dos valores preditos com os observados relativos a digestdo da
matéria organica das dietas com niveis crescentes de torta de algodao permitiu gerar
estimativas acuradas, entretanto, 0 mesmo comportamento nao foi observado para a
simulacédo de dietas com inclusdo de niveis de torta de girassol.

A simulacado dos valores preditos e observados quando reunidos e analisados
conjuntamente, ou seja, niveis de torta de algod&o e girassol permitiu identificar que
as estimativas foram acuradas, ndo havendo diferenca entre os valores preditos e
observados.

A técnica in vitro de producao de gases apresenta elevada sensibilidade a
variacdo na disponibilidade de nutrientes dos alimentos ou dietas, pois a producéo
de gas é responsiva ao aumento da quantidade de nutrientes disponiveis nos
alimentos ou dietas, podendo, portanto, ser usada para avaliar a digestao total das

dietas.



