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RESUMO

VALENTE, Tiago Neves Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2010.
Utilizagdo de tecidos na avaliacdo de compostos fibrosos e na degradacédo ruminal
in situ de alimentos para ruminantes. Orientador: Edenio Detmann. Co-orientadores:
Augusto César de Queiroz, Méario Fonseca Paulino e Sebastido de Campos Valadares
Filho.

A presente tese foi elaborada com base em quatro artigos. No primeiro artigo
objetivou-se avaliar a influéncia do tamanho das particulas sobre os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) utilizando-se sacos confeccionados com os tecidos nylon, F57
(Ankom®) e tecido ndo-tecido (TNT — 100 g/m?). Com o intuito de aferir os teores de FDN
obtidos por intermedio dos diferentes tecidos, utilizou-se papel de filtro quantitativo
(celulose purificada) como padrdo analitico. O material foi processado em 1 e 2 mm e
acondicionado nos sacos seguindo-se a relagdo de 20 mg de matéria seca/cm? de superficie.
Utilizou-se aparelho analisador de fibras (Ankom?®), empregando-se a-amilase
termoestavel. Nao foram verificados efeitos do tamanho de particulas. Perdas de particulas
significativas foram verificadas com o uso do nylon. Em uma segunda etapa foram
utilizadas amostras de forragem (feno de capim-braquiéria, cana de acucar, feno de
coastcross, palha de milho, silagem de milho e capim-elefante cortado aos 50 dias e 250
dias de rebrotacdo), alimentos concentrados (sorgo grdo, glaten de milho, polpa citrica,
farelo de algoddo, farelo de soja, farelo de trigo, milho gréo, soja grdo e casca de soja) e
fezes bovinas oriundas de animais alimentados com dietas contendo 15% e 50% de
concentrado. As amostras foram preparadas, acondicionadas e analisadas como descrito no
experimento anterior. De forma geral, os menores teores de FDN foram encontrados para o
nylon, indicando perda de particulas devido a porosidade do saco. Recomenda-se a
moagem de amostras em peneiras de porosidade 1 mm, o que propicia a extracdo eficiente
do conteudo celular pela acdo do detergente neutro e maior superficie especifica para acdo
da a-amilase termoestavel. Neste contexto, particulas processadas em 2 mm conduzem a
superestimacdo dos teores de FDN. No segundo artigo objetivou-se avaliar a eficiéncia da
utilizacdo dos tecidos nylon (50 pum), F57 e TNT, na avaliagdo laboratorial de FDN
utilizando papel de filtro quantitativo como padrdo de celulose, simulando-se diferentes

composi¢cdes de amostras com adi¢bes de amido de milho, pectina, caseina e 6leo de soja.
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O papel foi processado em moinho de facas com peneira de porosidade 1 mm e 0s
procedimentos de analise dos teores de FDN foram conduzidos em aparelho analisador de
fibras (Ankom**®). Quatro experimentos foram simulados com adicdes dos diferentes
ingredientes ao papel de filtro, sendo o amido de milho adicionado nos niveis de 15 ou
50%; pectina 15 ou 50%; caseina 10 ou 30%; e 6leo de soja 0, 5, 10, 15, 25 ou 50% na base
da matéria seca (MS), respectivamente. Obedeceu-se a relacdo de 20 mg de MS/cm? de
superficie. Quando pertinente, em funcéo dos tratamentos avaliados, utilizou-se a-amilase
termoestavel. A utilizacdo dos tecidos F57 e TNT resultaram em estimativas acuradas dos
teores de FDN, enquanto o tecido nylon propiciou perda de particulas fibrosas insoltveis, o
que comprometem a exatiddo dos resultados. Para amostras que contenham amido a
utilizacdo da a-amilase termoestavel € recomendada na avaliacdo dos teores de FDN. A
pectina e caseina foram completamente solubilizadas pela solugdo de detergente neutro.
Niveis de 6leo de soja superiores a 10% causaram superestimacdo dos teores de FDN. No
terceiro artigo objetivou-se avaliar as estimativas de concentracdo dos indicadores internos
matéria seca (MSi), fibra em detergente neutro (FDNi) e fibra em detergente &cido (FDAI)
indigestiveis em amostras de alimentos e fezes bovinas processadas em diferentes tamanhos
de particulas (1, 2 e 3 mm) utilizando-se sacos confeccionados com os tecidos nylon (50
um), F57 e TNT em procedimento de avaliacdo in situ. Foram utilizadas oito amostras de
alimentos concentrados, sete amostras de alimentos volumosos e duas amostras de fezes
bovinas. O material foi acondicionado nos sacos seguindo-se a relacdo de 20 mg de
MS/cm? de superficie. Foram utilizados trés sacos de cada tecido para cada tamanho de
particula, totalizando 405 sacos, que foram submetidos a 264 horas de incubacgdo ruminal.
Os teores dos indicadores foram avaliados sequencialmente. Sacos em branco foram
utilizados para avaliagdo microscopica da integridade fisica dos tecidos e para avaliagcdo da
resisténcia a tracdo. A presenga de contaminantes causou alta variabilidade dos resultados
relativos a MSi, o que indica comprometimento de sua aplicagdo como indicador interno.
Os tecidos F57 e TNT produziram estimativas similares para os teores de FDNi e FDAI,
enquanto o tecido nylon subestimou a concentracdo de compostos indigestiveis,
possivelmente em funcdo da perda de particulas devido a sua porosidade. O nylon
apresentou perda de resisténcia em todas as etapas analiticas, o que amplia sua

probabilidade de ruptura, principalmente apds extracdo com detergente acido. Sugere-se a
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moagem de amostras em peneiras com porosidade de 2 mm para procedimentos in situ de
avaliacdo de compostos indigestiveis. No quarto artigo objetivou-se avaliar o perfil de
degradagdo ruminal da MS e da FDN de diferentes alimentos volumosos, utilizando-se
sacos confeccionados com os tecidos nylon, F57 e TNT em procedimento de avaliagéo in
situ. Foram utilizadas oito amostras de alimentos volumosos: cana-de-agUcar, silagem de
milho, capim elefante cortado aos 50 e 250 dias de rebrotacdo, palha de milho, feno de
capim braquiaria, feno de capim coastcross e alfafa. Foram avaliados os seguintes tempos
de incubacdo: 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas.
Utilizaram-se dois sacos de cada tecido para cada tempo de incubacdo, totalizando 768
sacos. Foram utilizados dois novilhos Holandés x Zebu, fistulados no raimen. Observou-se
diferenca para todos os alimentos, com excecdo da cana-de-agucar para as estimativas da
taxa fracional conjunta de laténcia e degradacdo (A) para os perfis de degradacdo ruminal
da MS. De forma geral, maiores estimativas de A foram obtidas com o nylon, seguidos
pelos tecidos TNT e F57. Avaliando-se o parametro A para os perfis de degradacdo de
ruminal da FDN, diferencas entre tecidos foram observadas em todos os alimentos, com
maiores estimativas obtidas com o nylon. Perfis de degradacdo ruminal da MS e da FDN
ndo devem ser avaliados utilizando-se os tecidos F57 e TNT, pois estes subestimam a taxa

de degradacao devido a limitagGes quanto a troca de material com o ambiente ruminal.



ABSTRACT

VALENTE, Tiago Neves Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of 2010.
Utilization of textiles in the evaluation of fibrous compounds and in situ ruminal
degradation of ruminant feeds. Adviser: Edenio Detmann. Co-advisers: Augusto
César de Queiroz, Mério Fonseca Paulino and Sebastido de Campos Valadares Filho.

This thesis was prepared from four papers. The first one was carried out to evaluate
the effects of different particles sizes on neutral detergent fiber (NDF) content using bags
made from the textiles: nylon (50 um), F57 (Ankom®), and non-woven textile (NWT - 100
g/m?). In the first experiment, quantitative filter paper (purified cellulose) was used as
analytical standard to check NDF analysis in the bags. The samples were processed (1- or
2-mm) and put in the bags in a ratio of 20 mg of dry matter/cm? of surface. The extraction

procedure was carried out in a fiber analyzer (Ankom??

) using a heat-stable a-amylase. No
effects of different particles sizes were found. Particles loss was observed for nylon bags. In
a second step level, samples of forage (signal grass hay, sugar cane, coastcross hay, corn
straw, corn silage, and elephant grass at 50 and 250 days of growing after cutting),
concentrate feeds (sorghum grain, gluten meal, citrus pulp, cottonseed meal, soybean meal,
wheat bran, corn grain, whole soybean, and soybean hulls), and feces of cattle fed diets
containing 15 or 50% of concentrate, were used. The samples were prepared, put in the
bags, and analyzed as described for the previous experiment. In a general way, the smaller
NDF results were found with nylon. It could indicate particles loss caused by textile
porosity. It is recommended that samples be ground using 1-mm screen sieve, which
implicates higher specific surface and allows better cellular content extraction by detergent
and action of the heat-stable a-amylase. In this context, the use of particles ground at 2-mm
causes overestimation of NDF contents. In the second paper the objective was to evaluate
the effect of different textiles (nylon -50 um; F57; and NWT on NDF content estimates
using quantitative filter paper as purified cellulose standard. It was simulated different
sample compositions using starch, pectin, casein or soybean oil. The quantitative filter
paper was processed in 1-mm screen sieve. The extraction procedure was carried out in
fiber analyzer (Ankom®®). Four experiments were carried out with additions of the

different ingredients together filter paper: corn starch at 15 or 50%; pectin at 15 or 50%;



casein at 10 or 30%; and soybean oil at 0, 5, 10, 15, 25 or 50%, on dry matter basis (DM);
respectively. The samples were put in the bags in a ratio of 20 mg of DM/cm? of surface.
When pertinent, according to treatments, heat-stable a-amylase was used. It were found
similar NDF results by using NWT or F57. The nylon textile caused loss of fibrous
particles and produced inaccurate estimates of NDF contents. The heat-stable a-amylase is
recommended in the evaluation of NDF contents of starch containing samples. The pectin
and casein were totally removed by neutral detergent solution. Samples containing levels
up to 10% of oil caused overestimated NDF contents. In the third paper the objective was to
evaluate the estimate the contents of internal markers indigestible dry matter (iDM),
indigestible neutral detergent fiber (iINDF) and indigestible acid detergent fiber (iIADF) in
samples of cattle feed and feces processed at different particle sizes (1-, 2-, and 3 - mm)
using bags made by the textiles nylon, F57, and NWT in a in situ procedure. It were used
eight samples of concentrates, seven samples of forages and two samples of cattle feces.
The samples were put in the bags according to a ratio of 20 mg of DM/cm? of surface. It
were used three bags of each textile and particle sizes, totality 405 bags. The bags were
submitted to 264 hours in situ rumen incubation. The contents of markers were sequentially
evaluated. Blank bags were used for microscopic evaluation of textile integrity and for
evaluation of the physical resistance. The presence of contaminants caused high variability
of iDM results, which indicated that its use as internal marker is not recommended. F57 and
NWT presented similar estimates of iNDF and iADF, while nylon underestimated the
concentration of indigestible compounds. This result is probably associated with particle
loss. The nylon showed decrease in physical resistance after each analytical step. That
pattern leads to an increase of the rupture probability, mainly after acid detergent
extraction. It was recommended the milling of samples at 2 - mm particles size to evaluate
indigestible compounds through in situ procedures. In the fourth paper it were evaluated the
in situ degradation profiles of DM and NDF of different forages using bags made from
nylon (50 um), F57 and NWT. Eight forages samples were used: sugarcane, corn silage,
elephant grass cut at 50 and 250 days of regrowth, corn straw, signal grass hay, coastcross
hay, and fresh alfafa. The samples were incubated for 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 192, 216, 240, and 312 hours. Two bag of each textile were used at each

incubation time, totalizing 768 bags, using two crossbred Holstein x Zebu steers fitted with
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ruminal canullae. There was difference in the common rate of lag and degradation (A) of
DM for all forages, excepting sugarcane. In general, higher A estimates were obtained using
nylon, followed by NWT and F57. Concerning NDF degradation profiles, differences in A
were observed for all forages. Higher estimates were obtained using nylon. Degradation
profiles of DM and NDF must be not evaluated using F57 and NWT. These textiles
underestimate the degradation rate because there are limitations regarding exchange

between bags inside and rumen environment.
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Introducédo Geral

O conhecimento dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) dos alimentos
permite a formulacdo de dietas mais adequadas para animais de producdo (Knudsen,
2001). O método para obtencéo dos teores de FDN foi originalmente desenvolvido por
P.J. Van Soest na década de 1960 e, desde entdo, tem sofrido numerosas modificagdes.
A dificuldade para extracdo e lavagem dos residuos fibrosos de algumas amostras
adiciona dificuldade no conhecimento exato do valor de FDN das forragens (Mertens,
2002).

Com o surgimento do sistema Ankom® para andalises de fibras, novas
perspectivas foram dadas ao uso de tecidos na avaliacdo laboratorial de alimentos. Este
sistema tem se mostrado vantajoso por ter menor custo e ser menos laborioso (Cherney,
2000) e ndo apresentar diferencas em comparacdo ao sistema convencional com o uso
de vidrarias (Komarek, 1993; Vogel et al., 1999).

Adicionalmente, a avaliacdo de parametros da digestdo em ruminantes é
considerada de maior exatiddo pela utilizacdo de métodos in vivo. Contudo, por
questdes de custos e bem estar animal, observa-se tendéncia de reducdo deste tipo de
experimentacdo, ocasionando aumento no interesse pelos procedimentos in vitro ou in
situ (Broderick & Cochran, 2000). Contudo, entre estas duas técnicas, 0s procedimentos
in situ tém sido preferidos (Marinucci et al., 1992; Vanzant et al., 1998), principalmente
por serem conduzidos no préprio ambiente ruminal, propiciando degradacdo mais
eficiente quando comparados aos sistemas in vitro (Varel & Kreikemeier, 1995). Em

adicdo, sua utilizacdo evita o acimulo de produtos finais da fermentacdo que podem



afetar a degradagdo, como ocorre muitas vezes em sistemas in vitro (Cherney et al.,
1993).

Por intermédio da modelagem matematica dos perfis de degradacdo dos
alimentos in situ torna-se possivel a estimacdo de diferentes parametros da dindmica
ruminal, incluindo-se, entre outros, a taxa e extensdo da degradacdo, as fracOes
efetivamente degradada e indegradavel e o efeito de replecdo ruminal da fracao fibrosa
(Vieira et al., 1997; Sampaio et al., 2009).

Vaérios tecidos tém sido propostos para avaliacdo laboratorial de fibras e
quantificacdo de parametros da degradacdo ruminal, destacando-se o nylon (50 pum), o
F57 (Ankom®) e o tecido ndo-tecido (TNT, 100 g/m?). O nylon tem sido empregado
como recipiente padrdo (Nocek, 1988). Porém, uma das principais limitagdes com o uso
de tecidos para andlise de residuos fibrosos insollveis, como a FDN, e residuos da
degradacdo ruminal reside sobre a possibilidade de perda de particulas devido a
estrutura de porosidade (Vanzant et al., 1998, Hvelpund & Weisbjerg, 2000; Casali et
al., 2009), o que pode comprometer a exatidao dos resultados.

Para que os tecidos utilizados em incubagfes sejam Uteis, faz-se necessario que
0s sacos tenham porosidade que ndo permita a perda de particulas intactas ou nédo
degradadas e, a0 mesmo tempo, tenham abertura suficiente que permita o influxo de
fluido e microrganismos e o efluxo de produtos finais do processo de degradacao,
permitindo acdo microbiana no interior dos sacos semelhante a encontrada no ambiente
ruminal (Noziere & Michalet-Doreau, 2000; @rskov, 2000). Existem relatos na
literatura que permitem evidenciar que o uso de diferentes tecidos pode afetar as
estimativas de degradacdo dos alimentos (Figroid et al., 1972; Van Hellen & Ellis,

1977; Weakley et al., 1983; Huhtanen et al., 1994).



No entanto, diante da possibilidade de utilizacdo de diferentes tecidos para
avaliacdo laboratorial de compostos fibrosos e de parametros da degradacgdo ruminal dos
alimentos, entende-se que conhecimentos a respeito destes devam ser gerados e estudos
sobre 0s aspectos primarios de interferéncia sobre a exatidao e precisao dos resultados, e
aspectos secundarios, envolvendo custos e praticidade operacional, devem ser
considerados (Casali et al., 2009).

Diante do exposto, utilizando-se os tecidos nylon (50 um), F57 (Ankom®) e
TNT (100 g/m?), definiram-se como objetivos nesta tese avaliar:

1.a perda de particulas utilizando-se papel de filtro quantitativo como padrdo analitico
de FDN e estimar o teor de FDN de amostras de alimentos volumosos, concentrados e
fezes de bovinos moidos em peneiras de 1 e 2 mm;

2.a eficiéncia da utilizagdo dos tecidos na avaliagdo de FDN utilizando papel de filtro
quantitativo como padréo de celulose, simulando-se diferentes composi¢es de amostras
com adic¢des de amido, pectina, caseina e 6leo de soja;

3.as estimativas de concentracdo dos indicadores matéria seca indigestivel, fibra em
detergente neutro indigestivel e fibra em detergente &cido indigestivel em amostras de
alimentos e fezes bovinas processadas em diferentes tamanhos de particulas em
procedimento de avaliacéo in situ; e

4.0 perfil de degradacdo ruminal in situ da matéria seca e da fibra em detergente neutro
de diferentes alimentos volumosos.

Os artigos constantes nesta Tese foram formatados segundo as normas da

Revista Brasileira de Zootecnia.
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Avaliacao dos teores de fibra em detergente neutro em forragens, concentrados e

fezes bovinas moidas em diferentes tamanhos e em sacos de diferentes tecidos®

RESUMO - Foram realizados dois experimentos, objetivando-se avaliar a influéncia do
tamanho das particulas sobre os teores de fibra em detergente neutro (FDN), utilizando-
se sacos confeccionados com os tecidos nylon, F57 (Ankom®) e tecido ndo-tecido
(TNT - 100 g/m?). No primeiro experimento, com o intuito de aferir os teores de FDN
obtidos por intermédio dos diferentes tecidos, utilizou-se papel de filtro quantitativo
(celulose purificada) como padrdo analitico. O material foi processado em 1 e 2 mm e
acondicionado nos sacos seguindo-se a relacdo de 20 mg de matéria seca/cm? de

superficie. Utilizou-se aparelho analisador de fibras (Ankom??°

), empregando-se o-
amilase termoestavel. Ndo foram verificados efeitos do tamanho de particulas. Perdas
de particulas significativas foram verificadas com o uso do nylon. No segundo
experimento foram utilizadas amostras de forragem (feno de capim-braquiaria, cana de
acucar, feno de coastcross, palha de milho, silagem de milho e capim-elefante cortado
aos 50 dias e 250 dias de rebrotacdo), alimentos concentrados (sorgo grao, gluten de
milho, polpa citrica, farelo de algodao, farelo de soja, farelo de trigo, milho gréo, soja
grdo e casca de soja) e fezes bovinas oriundas de animais alimentados com dietas
contendo 15% e 50% de concentrado. As amostras foram preparadas, acondicionadas e
analisadas como descrito no experimento anterior. De forma geral, os menores teores de
FDN foram encontrados para o nylon, indicando perda de particulas devido a
porosidade do saco. Recomenda-se a moagem de amostras em peneiras de porosidade 1
mm, 0 que propicia a extracdo eficiente do contetdo celular pela acdo do detergente
neutro e maior superficie especifica para agdo da o-amilase termoestavel. Neste
contexto, particulas processadas em 2 mm conduzem a superestimacdo dos teores de
FDN.

Palavras—chave: celulose purificada, F57, nylon, tecido ndo-tecido
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Evaluation of neutral detergent fiber contents in forages, concentrates and cattle

feces ground at different particle sizes and using bags made from different textiles

ABSTRACT: Two experiment were carried out to evaluate the effects of different
particles sizes on neutral detergent fiber (NDF) content using bags made from the
textiles: nylon (50 um), F57 (Ankom®), and non-woven textile (NWT — 100 g/m?). In
the first experiment, quantitative filter paper (purified cellulose) was used as analytical
standard to check NDF analysis in the bags. The samples were processed (1- or 2-mm)
and put in the bags in a ratio of 20 mg of dry matter/cm? of surface. The extraction

procedure was carried out in a fiber analyzer (Ankom??°

) using a heat-stable a-amylase.
No effects of different particles sizes were found. Particles loss was observed for nylon
bags. In the second experiment, samples of forage (signal grass hay, sugar cane,
coastcross hay, corn straw, corn silage, and elephant grass at 50 and 250 days of
growing after cutting), concentrate feeds (sorghum grain, gluten meal, citrus pulp,
cottonseed meal, soybean meal, wheat bran, corn grain, whole soybean, and soybean
hulls), and feces of cattle fed diets containing 15 or 50% of concentrate, were used. The
samples were prepared, put in the bags, and analyzed as described for the previous
experiment. In a general way, the smaller NDF results were found with nylon. It could
indicate particles loss caused by textile porosity. It is recommended that samples be
ground using 1-mm screen sieve, which implicates higher specific surface and allows
better cellular content extraction by detergent and action of the heat-stable a-amylase. In
this context, the use of particles ground at 2-mm causes overestimation of NDF

contents.

Keywords: F57, non-woven textile, nylon, purified cellulose



Introducgéo

O conhecimento dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) dos alimentos
permite a formulacdo de dietas mais adequadas para animais de producdo (Knudsen,
2001). Desde o seu desenvolvimento na década de 1960, o método para obtencdo dos
teores de FDN tem sofrido numerosas modificacGes. A dificuldade para extracdo e
lavagem dos residuos fibrosos de algumas amostras adiciona dificuldade no
conhecimento exato do valor de FDN das forragens (Mertens, 2002).

Com o surgimento do sistema Ankom® para andlises de fibras, novas
perspectivas foram dadas ao uso de tecidos na avaliagdo de alimentos, incorporando-se
analises de rotina laboratoriais voltadas a estimacdo do teor de compostos fibrosos
insolGveis. Este sistema tem se mostrado vantajoso por ter menor custo, ser menos
laborioso (Cherney, 2000) e ndo apresentar diferencas em comparagdo ao sistema
convencional com o uso de vidrarias (Komarek, 1993; Vogel et al., 1999).

No entanto, devido a natureza quimica heterogénea da FDN, dificulta-se o
estabelecimento de um padrdo analitico que permita inferir sobre a exatiddo das
estimativas obtidas com tecidos, limitando as conclusdes a precisdo das mesmas (Casali
et al., 2009). Neste contexto, o uso de papel de filtro laboratorial quantitativo como
padrdo analitico para estudo da FDN pode constituir alternativa para avaliacdo da
exatiddo de alternativas metodoldgicas na analise de fibra insolivel em laboratério. Este
é constituido por celulose purificada, sendo esta componente da FDN (Van Soest,
1994). Assim, define-se, por analogia, que os papéis de filtro quantitativos sdo
constituidos unica e exclusivamente por FDN.

Por outro lado, varios tecidos tém sido propostos para avaliagdo de fibras, tanto
em termos analiticos diretos, como em termos de residuos obtidos apds procedimento de

degradacéo ruminal, destacando-se o nylon (50 pum), o F57 (Ankom®) e o tecido néo-



tecido (TNT, 100g/m?). Uma das principais limitagdes com o uso de tecidos para analise
de residuos fibrosos insoltveis, como a FDN, reside sobre a possibilidade de perda de
particulas devido a estrutura de porosidade (Hvelplund & Weisbjerg, 2000; Casali et al.,
2009). Contudo, informacdes comparativas quanto a eficiéncia analitica dos tecidos
ainda s&o escassas.

Adicionalmente, o tamanho das particulas dos alimentos pode influenciar nas
estimativas de concentracdes de compostos fibrosos insollveis. Amostras finamente
moidas favorecem a acdo de extracdo pelo detergente; contudo, podem dificultar o
processo de filtracdo. Tem-se sugerido, para avaliacGes laboratoriais, que as amostras
sejam processadas em peneiras com porosidade de 1 mm (Van Soest et al., 1991). No
entanto, quando se utilizam tecidos como recipientes para as amostras em avaliagfes in
situ, processamento com peneiras de porosidade 2 mm € sugerido (Vanzant et al., 1998;
NRC, 2001) para se evitar perda de particulas através dos poros dos tecidos.

Assim, diante do exposto, definiu-se como 0 objetivo neste trabalho avaliar a
perda de particulas utilizando-se papel de filtro quantitativo como padréo analitico de
FDN e estimar o teor de FDN de amostras de alimentos volumosos, concentrados e
fezes de bovinos moidos em peneiras de 1 e 2 mm e acondicionadas em sacos

confeccionados com diferentes tecidos.

Material e Métodos
Foram realizados dois experimentos no Laboratério de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG. Para 0s
dois experimentos foram confeccionados sacos de dimensdo 4 x 5 cm com o0s tecidos

nylon (50 um) e TNT (100 g/m?). Os sacos do tecido F57 foram adquiridos



confeccionados pelo fabricante (Ankom®), os quais apresentavam dimensdes similares
aos demais.

Para o primeiro experimento, utilizou-se como padrdo analitico para afericdo dos
teores de FDN amostras de papel de filtro quantitativo de filtragem rapida (faixa preta;
didmetro 12,5 cm; cod. 050154, Vetec®). Os discos de papel foram processados em
moinho de facas (peneiras com porosidades 1 e 2 mm). O papel de filtro quantitativo é
composto por celulose purificada, apresentando 0,0086% de cinzas e 96,53% de matéria
seca (MS).

O material moido foi adicionado em cinco sacos de cada tecido para cada
tamanho de particulas, totalizando 30 sacos utilizando-se a relacdo de 20 mg MS/cm2 de
superficie (Nocek, 1988). Apos serem selados por calor, os sacos foram acondicionados
em aparelho analisador de fibras (Ankom?’®).

A solucdo de detergente neutro foi produzida segundo recomendagfes de
Mertens (2002), omitindo-se o uso de sulfito de sodio e utilizando-se a-amilase
termoestavel (Termamyl 2X, Novozymes), na proporc¢do de 50 uL/g de MS. A relagao
detergente neutro:amostra foi mantida em 100 mL/g de MS, com tempo efetivo de
extracdo de 1 hora em temperatura de 100°C. Nenhum procedimento para correcdo
quanto aos compostos nitrogenados e cinzas insolGveis em detergente neutro foi
conduzido.

Ressalta-se que a o-amilase termoestavel foi adicionada em conjunto com o
detergente neutro ndo-aquecido. Isto visou propiciar a ativagdo da enzima em conjunto
com o aquecimento gradativo do detergente neutro. Embora o material adicionado aos
sacos nao contivesse amido, optou-se pelo uso da a-amilase termoestavel com a
finalidade de aplicacdo do padrdo do método em termos de reagentes, conforme

sugestdo de Mertens (2002).
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Apols a extracdo, foram realizadas lavagens sequienciais com agua quente e
acetona. Apoés esse tratamento, o0s sacos foram secos em estufa com ventilagdo forcada
(60°C/72 horas) e, sequencialmente, em estufa ndo-ventilada (105°C/45 minutos),
acondicionados em dessecador e pesados. Para 0 manejo do dessecador, os sacos foram
manejados em grupos ndo superiores a 20 unidades para que o tempo de pesagem nao se
tornasse demasiadamente prolongado e houvesse alteracdo de peso devido a
higroscopicidade da fibra.

Previamente aos procedimentos de extracdo, os sacos foram lavados com
detergente neutro em ebulicdo, 4&gua quente e acetona e secos e pesados conforme o
procedimento descrito anteriormente para se obterem as taras.

Pelo fato do padrdo analitico de FDN ser constituido por celulose purificada,
pressupde-se que o papel apresente 100% de FDN, com base na MS. Desta forma, por
pressuposicao, admitiu-se que as diferencas em relacdo ao valor paramétrico 100%
constituissem perdas de particulas fibrosas. Neste contexto, o vicio observado (diferenca
entre o teor estimado e o valor paramétrico 100) foi avaliado por intermédio de anélise
de variancia, segundo delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 2
(trés tecidos e dois tamanhos de particulas), sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey-Kramer. Para a verificacdo da significancia dos vicios, foram construidos
intervalos de confianca (1-o. = 0,99).

Para o segundo experimento amostras de forragens, alimentos concentrados e
fezes de bovinos foram obtidas no municipio de Vigcosa-MG. Utilizaram-se como
amostras de forragem: feno de capim-braquiaria (Brachiaria decumbens), cana-de-
acucar in natura (Saccharum sp.), feno de coastcross (Cynodon sp.), palha de milho
(Zea mays), silagem de milho (Zea mays) e capim-elefante in natura (Pennisetum

purpureum), cortado com 50 e 250 dias de rebrotacdo. Como concentrados utilizaram-
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se: sorgo gréo, glaten de milho, polpa citrica, farelo de algodéo, farelo de soja, farelo de
trigo, milho grdo (fubd), soja grdo e casca de soja. Foram coletadas fezes de dois
bovinos alimentados com dietas contendo 15% e 50% de concentrado, com base na MS,
as quais foram denominadas fezes de baixo concentrado (BC) e de alto concentrado
(AC), respectivamente.

As amostras de forragens Umidas e fezes foram secas sob ventilacdo forcada
(60°C) e, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de facas com
peneiras de porosidade 1 e 2 mm. Excecdo foi feita ao glaten de milho, que foi
adquirido em tamanho de particula de 1 mm, impedindo a avaliacdo a 2 mm. Foram
utilizados cinco sacos de cada tecido para cada tamanho de particula, totalizando 525
sacos. Utilizou-se a relagdo de 20 mg de matéria seca/cm? de superficie (Nocek, 1988).

Os procedimentos de avaliagdo dos teores de FDN seguiram os protocolos
descritos para o primeiro experimento.

Os teores de FDN dos alimentos volumosos, concentrados e fezes bovinas foram
avaliados, de forma independente para cada material, por intermédio de analise de
variancia, segundo delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 2
(trés tecidos e dois tamanhos de particulas). As médias foram comparadas por
intermédio do teste de Tukey-Kramer.

Os procedimentos estatisticos, tanto do primeiro, como do segundo experimento,
foram realizados por intermédio do programa SAS (Littlel et al., 1991) utilizando-se

0,01 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo 1.

Resultados e Discussao

Para o primeiro experimento, ndo houve efeito de tamanho de particulas ou

interacdo entre tecido e tamanho particulas sobre as estimativas obtidas (P>0,01). Desta
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forma, os resultados foram apresentados por intermédio da média geral para ambos 0s
tamanhos de particulas (Tabela 1).

A auséncia de efeito de tamanho de particulas assemelha-se aos resultados
obtidos por Casali et al. (2009), que verificaram, em procedimento de incubacéo in situ,
que o tamanho das particulas (1, 2 ou 3 mm) nédo influenciou a dimenséo do residuo
indigestivel de FDN.

Por outro lado, verificou-se efeito do tecido sobre as estimativas de FDN, sendo
inferiores (P<0,01) para o nylon em relagéo ao F57 e TNT, os quais ndo diferiram entre
si (P>0,01). Comportamento similar foi observado para a perda de particulas (Tabela 1).

Este comportamento aparentemente sugere que poderia ser facultativo o uso de
particulas com 1 ou 2 mm na analise laboratorial de FDN. Caso confirmado, isto
incorreria em vantagem laboratorial, uma vez que, em condi¢cdes de avaliacdo
simultanea de alimentos em termos laboratoriais e por procedimentos in situ, um dnico
processo de moagem poderia ser realizado (2 mm), ao invés do fracionamento da
amostra (1 mm para analises laboratoriais, Van Soest et al., 1991; e 2 mm para

avaliag0es in situ; NRC, 2001).

Tabela 1 - Médias e coeficientes de variacdo (CV) para os teores de fibra em detergente
neutro (FDN % da matéria seca) e perda de particulas fibrosas (% da matéria
seca) obtidos com sacos confeccionados por diferentes tecidos utilizando-se

padrao de celulose

Tecido
Item F57 TNT Nylon CV(%)
FDN (%)* 99,68a 99,55a 98,00b 0,50
Perda de particulas Fibrosas (%) 2 0,32b 0,45b 2,00*a 49,0
EPM3 0,07 0,14 0,22 -

1 Médias na linha, seguidas por letras diferentes, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01). 2
(*) estatisticamente diferente de zero (P<0,01). 2 EPM = erro-padrao da média.
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As perdas de particulas para os tecidos F57 e TNT ndo foram significativas
(P>0,01), indicando que os teores de FDN obtidos podem ser considerados iguais a
100%. Isto evidencia a exatiddo destes tecidos para avaliacdo dos niveis de FDN e
indica a possibilidade do uso de papel de filtro quantitativo composto por celulose
purificada como padréo para aferi¢cdo de métodos de analise de FDN em laboratorio.

De outra forma, as perdas de particulas observadas para o nylon foram
significativas (P<0,01), implicando teor de FDN inferior a 100% (Tabela 1). Hvelplund
& Weisbjerg (2000) apontaram a perda de particulas como o principal fator de
comprometimento sobre a exatiddo de procedimentos de avaliacdo de alimentos com o
uso de tecidos, principalmente em procedimentos in situ. Casali et al. (2009)
encontraram resposta semelhante ao compararem a perda de particulas pelos trés tecidos
avaliados neste trabalho, corroborando que o nylon (50 um) possa ndo ser um tecido
adequado para a confec¢do de sacos destinados a andlise de componentes fibrosos
insollveis.

O vicio observado com o nylon na avaliagdo de FDN (Tabela 1) pode se
propagar para outros procedimentos analiticos. Vanzant et al. (1998) afirmaram que o
maior tamanho dos poros pode promover maior escape de particulas do alimento em
procedimento de avaliagéo in situ, fazendo com que a fracdo perdida seja erroneamente
assumida como degradada. Este comportamento foi verificado por Casali et al. (2009),
que obtiveram menores estimativas dos teores de FDN indigestivel em alimentos com o
uso do nylon em comparacdo ao TNT e F57. Esses autores verificaram, por intermédio
de microscopia eletronica, que a estrutura de poros do nylon (50 pum) poderia ser
responsavel pela perda de particulas.

As médias dos teores de FDN para diferentes tamanhos de particulas, obtidos

com os diferentes tecidos para alimentos volumosos podem ser verificadas na Tabela 2.
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Para a silagem de milho e capim elefante (50 dias) ndo se observaram efeitos de

tamanho de particulas, tecido ou sua interacéo (P>0,01).

Tabela 2 - Médias e coeficientes de variacdo (CV) para os teores de fibra em detergente
neutro (% da matéria seca) em funcédo do tecido e do tamanho de particulas

para os diferentes alimentos volumosos avaliados

Tecido
Alimentos Particulas F57 Nylon TNT Média CV(%)
1 mm 86,78 83,59 86,98 85,78
Feno de braquiéria* 2 mm 87,26 8495 8769 86,63 1,9
Média 87,02a 84,27b  87,33a -
Cana-de-agt]carl 1 mm 62,42Aa 53,06Bc 58,20Bb - 2.4
2 mm 65,15Aa 64,63Aa 67,16Aa -
Feno de Coastcrosst 1 mm 86,69Aa 81,40Ab 81,89Bb - 15

2mm 85,61Aa 84,99Aa 86,72Aa -

1 mm 90,94 87,02 91,77  89,91B
Palha de milho* 2mm 92,14 88,90 93,68  91,57A 1,7
Meédia 91,54a 87,96b  92,73a -

1 mm 56,46 54,45 55,45 55,45
Silagem de milho* 2 mm 56,50 56,35 56,58 56,48 2,1
Média 56,48 55,40 56,02 55,97

1mm 7842 7431 7569 76,14
Capim-elefante 50 dias" 2 mm 76,38 7576 7577 7597 2,6
Média 7740 7503 7573 76,06

1 mm 82,63 80,59 8300 82,07B
Capim-elefante 250 dias’ 2mm 85,57 84,88 83,77 84,73A 1,7
Média 84,10 82,73 83,38 -

1 Médias nas linhas, seguidas por letras mintsculas diferentes, e na coluna, seguidas por letras maitsculas
diferentes, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01)

Por outro lado, observou-se interagdo (P<0,01) entre tecidos e tamanho de
particulas para cana de acgucar e feno de coastcross. Para a cana de agucar, a elevagdo do
tamanho de particulas ampliou (P<0,01) as estimativas de FDN nos tecidos TNT e
nylon, nédo influenciando, contudo, os resultados obtidos com F57 (P>0,01). Os tecidos
influenciaram as estimativas somente com particulas de 1 mm, com maiores valores
obtidos para o F57 (P<0,01) seguidos do TNT e nylon. Em 2 mm, ndo se observou

diferenga entre tecidos (P>0,01). Para o feno de coastcross, verificou-se comportamento
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similar ao da cana, com excecdo de os tecidos nylon e TNT apresentarem resultados
similares (P<0,01) quando as amostras foram processadas a 1 mm (Tabela 2).

Para o feno de capim-braquiaria o tamanho de particulas ndo afetou as
estimativas de FDN (P>0,01). No entanto, maior valor de FDN em 2 mm foi obtido para
a palha de milho e capim-elefante (250 dias) (P<0,01).

Diferencas nas estimativas medias de FDN entre tecidos foram obtidas para o
feno de capim-braquiaria e palha de milho. Em ambos os casos o F57 e o TNT ndo
diferiram (P>0,01) e propiciaram valores superiores aos encontrados com o0 nylon
(P<0,01).

N&o se verificou interacdo (P>0,01) entre tecido e tamanho de particulas para
nenhum dos alimentos concentrados ou fezes (Tabela 3). Para o farelo de algodéao e
farelo de trigo ndo se verificou efeito (P>0,01) de tamanho de particulas ou tecido. Por
sua vez, para o glaten ndo se observou efeito (P>0,01) de tecido, uma vez que se avaliou
somente um Unico tamanho de particula.

Em termos de tamanho de particulas verificou-se efeito significativo (P<0,01)
para o0 sorgo, polpa citrica, fuba, soja gréo, casca de soja e fezes (BC e AC), sendo as
estimativas obtidas em 2 mm superiores as obtidas em 1 mm (Tabela 3).

Efeito dos tecidos (P<0,01) foi observado para polpa citrica, farelo de soja e
fezes (BC e AC). De forma geral, excecdo feita ao farelo de soja, o nylon propiciou
estimativas inferiores (P<0,01) ao TNT e ao F57, que ndo diferiram entre si (P>0,01).

De forma geral, segundo os dados expressos nas Tabelas 2 e 3, particulas de
maior tamanho tendem a apresentar maiores estimativas de concentracéo de FDN.

Como anteriormente ressaltado, a recomendagcdo da moagem de amostras em
peneiras de porosidade 2 mm tem por principal objetivo reduzir a perda de particulas

através dos poros dos tecidos. Contudo, os resultados aqui obtidos (Tabelas 2 e 3)
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indicam que vicios podem ser introduzidos nos resultados, ndo havendo assim beneficio

na exatidao das estimativas.

Tabela 3 - Médias e coeficientes de variacdo (CV) para os teores de fibra em detergente
neutro (% da matéria seca) em funcédo do tecido e do tamanho de particulas

para os diferentes alimentos concentrados e fezes avaliados

Tecido!
Material Particulast F57 Nylon TNT Média CV (%)
1 mm 11,58 10,12 11,32 11,01B
Sorgo Gréo 2 mm 34,20 29,53 34,29  32,67A 15,2
Média 22,89 19,83 22,82 -
Glaten 1 mm 12,44 11,56 13,01 12,34 9,7
1 mm 22,75 19,53 22,85 21,71B
Polpa Citrica 2mm 23,95 23,23 25,63  24,27A 6,8
Media 23,35a  21,38b  24,24a -
1 mm 29,07 27,10 28,36 28,18
F. de algodéo 2 mm 29,33 28,68 30,08 29,36 4,2
Média 29,20 27,89 29,22 28,77
1 mm 16,92 14,18 13,46 14,85
F. de soja 2mm 16,95 14,39 16,29 15,88 7,5
Media 16,93a 14,28b  14,87b -
1 mm 44,77 45,42 44,39 44,86
F. de trigo 2 mm 45,26 45,69 46,76 45,90 6,7
Média 45,01 45,55 45,57 45,38
1 mm 12,53 12,55 12,25 12,45B
Fuba 2mm 23,18 21,87 22,61  22,55A 2,6
Média 17,86 17,21 17,43 -
1 mm 22,79 22,57 21,79  22,39B
Soja Gréo 2 mm 36,53 34,38 33,12 34,68A 7,8
Média 29,66 28,48 27,46 -
1 mm 65,77 66,24 66,63  66,22B
Casca de soja 2 mm 68,30 68,19 68,82  68,44A 1,7
Media 67,04 67,22 67,73 -
1 mm 67,27 64,34 66,93  66,18B
Fezes BC 2 mm 72,06 66,38 68,73  69,05A 2,3
Média 69,66a 65,36b  67,83a -
1 mm 58,81 49,08 55,63  54,51B
Fezes AC 2mm 59,97 54,90 59,21  58,03A 3,8

Média 59,39a 51,99b 57,42a -

1 Médias nas linhas, seguidas por letras mintsculas diferentes, e na coluna, seguidas por letras maidsculas
diferentes, dentro de cada material, s&o diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01)
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A observagdo em particular dos alimentos sorgo grdo e milho grdo (fubd)
evidencia que os resultados obtidos com 2 mm sdo irreais e extremamente elevados em
comparacdo com os valores médios observados em condicgdes brasileiras (Valadares
Filho et al., 2006). Assim, embora a moagem a 2 mm pudesse propiciar menor perda de
particulas, a reducéo da superficie especifica em comparacdo a 1 mm parece constituir
entrave para a correta extracdo do conteudo celular pelo detergente e, com grande
possibilidade, para acéo eficiente da a-amilase (argumento corroborado pelas diferengas
mais drésticas observadas para 0s concentrados ricos em amido, como sorgo grao e
milho grdo; Tabela 3).

Ressalta-se que alimentos diferentes possuem fragmentacédo diferenciada durante
o0 processo de moagem (Noziere & Michaelet-Doreau, 2000). Isto pode acarretar maior
ou menor proporcdo de particulas com baixo didmetro e, consequentemente,
heterogeneidade em termos de superficie especifica dentro de um mesmo padrdo de
moagem. Isto justificaria a ndo observacdo de efeitos significativos do tamanho de
particulas em alguns alimentos (Tabelas 2 e 3).

Os resultados obtidos com alimentos em termos de efeito do tamanho de
particulas (Tabelas 2 e 3) contradizem aqueles observados com o padréo purificado de
celulose, dos quais retirou-se a recomendacdo inicial para utilizacdo de ambos os
tamanhos aqui avaliados (1 ou 2 mm), sem comprometimento sobre as estimativas.

Esta divergéncia de comportamento permite evidenciar que a recomendacao
obtida com padréo de celulose deve ser vista com cautela. Possivelmente, em funcdo da
alta complexidade fisico-quimica de alimentos integrais frente ao padrdo purificado
(isento de conteudo celular e de ligacGes quimicas e interacBes fisicas da parede

celular), haveria demanda de acdo mais complexa do detergente para extracdo do
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conteddo celular, a qual seria incrementada com a maior superficie especifica obtida
com processamento a 1 mm.

Em estudo in situ com grdo de sorgo processado em diferentes tamanhos de
particulas, Figroid et al. (1972) perceberam que quanto maior o tamanho da particula
menor foi o desaparecimento ruminal da MS, possivel reflexo da menor superficie
especifica.

Casali et al. (2008) verificaram que, para avaliacdo da concentracdo de FDN
indigestivel (FDNi) em alimentos e fezes de bovinos, a moagem em peneiras de
porosidade 1 ou 2 mm conferiam resultados similares. Contudo, ressalta-se que ap6s
longo tempo de permanéncia no rimen e aplicacdo de lavagem com &agua corrente
(procedimentos utilizados na estimacéo do teor de FDNi), pouco ou nenhum contetdo
celular (e amido) seria observado nas amostras. Assim, nestes casos, exigir-se-ia menor
acdo do detergente, ndo havendo comprometimento sobre as estimativas, ao contrario da
avaliacdo de material ndo-incubado (Tabelas 2 e 3).

Desta forma, diante destes argumentos, pode-se concluir que para alimentos
concentrados e fezes, as amostras devem ser processadas a 1 mm para permitir a
completa remocdo do contetdo celular e do amido pela acdo da amilase. Particulas
processadas com peneiras de 2 mm de porosidade, embora possam ser consideradas
adequadas para estudos in situ, conferem estimativas ndo exatas do teor de FDN de
materiais ndo incubados.

Nestas mesmas circunstancias, os efeitos do tamanho de particulas sdo menos
proeminentes em alimentos volumosos, o que parece refletir uma relagéo inversa entre o
teor de contetdo celular e amido e a demanda de acdo do detergente e da enzima o.-
amilase. Contudo, considerando-se particularmente os resultados obtidos com palha de

milho e capim-elefante (250 dias) (Tabela 2), percebe-se que a ampliacdo do tamanho
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de particulas eleva os teores de FDN, mostrando que as inferéncias construidas sobre
concentrados e fezes devem ser também projetadas sobre alimentos volumosos.

De forma geral, resguardando-se pequena variabilidade, observaram-se menores
estimativas do teor de FDN utilizando-se o nylon (Tabelas 2 e 3). Estes resultados
aparentemente indicam perda de particulas propiciadas por sua estrutura fisica, fato
argumentado por outros autores (Casali et al., 2009; Valente et al., 2010) e corroborado
pelos resultados obtidos com o padrdo de celulose (Tabela 1), o que levaria a
subestimacéo dos teores de FDN.

Avaliando-se os alimentos nos quais se observou interagdo entre tecido e
tamanho de particulas (cana e feno de coastcross; Tabela 2), verifica-se que a mudanca
de particulas de 1 para 2 mm conferiu ao nylon estimativas mais elevadas de FDN,
sendo estas similares aos demais tecidos (P<0,01). Isto constitui reflexo de reducéo na
perda de particulas. Contudo, diante da visdo geral de reducédo da exatiddo com o uso de
particulas processadas em 2 mm, esta alteracdo ndo seria recomendada para
implementacdo de anélises de rotina com o uso do nylon. Assim, diante da exigéncia da
moagem empregando-se peneiras com 1 mm de porosidade, as perdas de particulas
constituem a principal limitagdo do uso do nylon para analise de fibra insolivel em
laboratdrio.

Por outro lado, a similaridade de resultados entre F57 e TNT (com pequenos
desvios observados para cana, feno de coastcross e farelo de soja) indica que 0 TNT
pode constituir tecido alternativo ao F57, importado e de maior custo. Estes resultados
corroboram aqueles apresentados por Casali et al. (2009).

As divergéncias observadas entre TNT e F57, considerando-se particulas moidas
a 1 mm para cana de agUcar e feno de coastcross (Tabela 2) e as médias marginais para

o farelo de soja (Tabela 3), talvez possam ser atribuidas as caracteristicas de resisténcia
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fisica dos tecidos. Segundo resultados demonstrados por Valente et al. (2010), o TNT
apresenta menor resisténcia fisica em relagdo ao F57 apds algumas etapas de anélise de
compostos indigestiveis. Desta forma, rompimentos de pequena magnitude, néo
perceptiveis visualmente, poderiam ter ocasionado perdas de particulas, as quais se
concentraram, sem causa evidente, sobre estes materiais. Assim, considerando-se que
apenas trés entre os dezenove materiais avaliados evidenciaram esta divergéncia, tais
diferengas parecem ser casuais. Contudo, evidencia-se que estudos em que se
contemplem aspectos fisicos dos tecidos devem ser conduzidos.

Por outro lado, tomando-se como base os resultados obtidos em ambos o0s
experimentos, percebe-se que o padrdo de celulose, proposto neste trabalho, constitui
alternativa viavel de padrdo analitico para afericdo de métodos para anélise de FDN,
notadamente em termos de capacidade de recuperacdo quando comparados diferentes
recipientes. Contudo, em termos de avaliagdo da capacidade de extracdo de detergentes,
0 mesmo deve ser aplicado com cautela em virtude de sua maior simplicidade fisico-

quimica em comparacao a alimentos integrais.

Conclusdes

O papel de filtro quantitativo composto por celulose purificada pode ser
utilizado como padréo na afericdo da exatiddo de procedimentos analiticos para fibra em
detergente neutro, resguardando-se sua limitacdo em simular a complexidade fisico-
quimica de alimentos integrais. A utilizacdo dos tecidos F57 (Ankom®) e tecido néo-
tecido (TNT — 100g/m?) proporcionam estimativas acuradas dos teores de fibra em
detergente neutro. Por sua vez, a exatiddo dos resultados obtidos com nylon (50 um) é
comprometida em funcdo da perda de particulas. Para a analise laboratorial de fibra em

detergente neutro, a moagem deve ser feita utilizando-se peneiras de porosidade 1 mm
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para que haja correta extracdo do contetdo celular pelo detergente neutro e acgéo

eficiente da enzima a-amilase termoestavel.
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Simulacéo de variagdes na composi¢ao de amostras na avaliagéo dos teores de fibra
em detergente neutro por intermédio padréo de celulose em sacos confeccionados

com diferentes tecidos®

RESUMO - Objetivou-se avaliar a eficiéncia da utilizacdo dos tecidos nylon (50 um), F57
(Ankom®) e tecido ndo-tecido (TNT — 100 g/m?), na avaliacdo laboratorial de fibra em
detergente neutro (FDN) utilizando papel de filtro quantitativo como padrdo de celulose,
simulando-se diferentes composic¢des de amostras com adi¢des de amido de milho, pectina,
caseina e 6leo de soja. O papel foi processado em moinho de facas com peneira de
porosidade 1 mm e os procedimentos de analise dos teores de FDN foram conduzidos em
aparelho analisador de fibras (Ankom?°®). Quatro experimentos foram simulados com
adi¢des dos diferentes ingredientes ao papel de filtro, sendo o amido de milho adicionado
nos niveis de 15 ou 50%; pectina 15 ou 50%; caseina 10 ou 30%; e 6leo de soja 0, 5, 10,
15, 25 ou 50% na base da matéria seca, respectivamente. Obedeceu-se a relacdo de 20 mg
de matéria seca/cm? de superficie. Quando pertinente, em funcdo dos tratamentos
avaliados, utilizou-se a-amilase termoestavel. A utilizacdo dos tecidos F57 e TNT
resultaram em estimativas acuradas dos teores de FDN, enquanto o tecido nylon propiciou
perda de particulas fibrosas insoltveis, 0 que compromete a exatiddo dos resultados. Para
amostras que contenham amido a utilizacdo da a-amilase termoestavel é recomendada na
avaliacdo dos teores de FDN. A pectina e caseina foram completamente solubilizadas pela
solucdo de detergente neutro. Niveis de dleo de soja superiores a 10% causaram

superestimacao dos teores de FDN.

Palavras-chave: amilase termo-estavel, F57, nylon, tecido ndo-tecido

! Artigo submetido & Revista Brasileira de Zootecnia, sob o protocolo 00486-09.
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Simulation of variations in the composition of samples in the evaluation of neutral
detergent fiber contents by using cellulose standard in bags made from different

textiles

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of different textiles
(nylon -50 um; F57 - Ankom®; and non-woven textile - NWT - 100 g/m?2) on NDF content
estimates using quantitative filter paper as purified cellulose standard. It was simulated
different sample compositions using starch, pectin, casein or soybean oil. The quantitative
filter paper was processed in 1-mm screen sieve. The extraction procedure was carried out
in fiber analyzer (Ankom?*’®). Four experiments were carried out with additions of the
different ingredients together filter paper: corn starch at 15 or 50%; pectin at 15 or 50%;
casein at 10 or 30%; and soybean oil at 0, 5, 10, 15, 25 or 50%, on dry matter basis;
respectively. The samples were put in the bags in a ratio of 20 mg of dry matter/cm? of
surface. When pertinent, according to treatments, heat-stable a-amylase was used. It were
found similar NDF results by using NWT or F57. The nylon textile caused loss of fibrous
particles and produced inaccurate estimates of NDF contents. The heat-stable a-amylase is
recommended in the evaluation of NDF contents of starch containing samples. The pectin
and casein were totally removed by neutral detergent solution. Samples containing levels

up to 10% of oil caused overestimated NDF contents.

Key words: heat-stable a-amylase, F57, nylon, woven-non-woven
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Introducgéo

Com o surgimento do sistema Ankom® para andlises de fibras, novas perspectivas
foram dadas ao uso de tecidos na avaliacdo laboratorial de alimentos. Este sistema tem se
mostrado vantajoso por ter menor custo e ser menos laborioso que o sistema convencional,
baseado no uso de vidrarias (Cherney, 2000).

Neste contexto, varios tecidos tém sido propostos para avaliacdo de fibras,
destacando-se o nylon, o F57 (Ankom®) e o tecido ndo-tecido (TNT, 100 g/m?). Contudo,
uma das principais limitagdes com uso de tecidos para analise de residuos fibrosos
insolGveis, como a fibra em detergente neutro (FDN), consiste na possibilidade de perda de
particulas devido a estrutura de porosidade (Vazante t al., 1998; Hvelpund & Weisbjerg,
2000; Casali et al., 2009; Valente et al., 2010a), o que pode comprometer a exatiddo dos
resultados.

No entanto, devido a natureza quimica heterogénea da FDN, dificulta-se o
estabelecimento de um padrdo analitico que permita inferir sobre a exatiddo das
estimativas obtidas, limitando as conclusdes a precisdo dos mesmos (Casali et al., 2009).
Papéis de filtro laboratoriais quantitativos sdo produzidos a partir de celulose purificada
(componente natural da FDN). Desta forma, por analogia, esses sdo constituidos Unica e
exclusivamente por FDN. Assim, 0s mesmos tém sido propostos como padrdo para o
aferimento da acurécia de tecidos empregados em anélise de fibra insoltvel (Valente et al.
2010a). Contudo, quando se utilizam tecidos nas anélises de fibra é possivel que ocorram
interacGes dos tecidos com os diferentes compostos presentes na amostra, podendo também
haver retencdo de compostos ndo-fibrosos que deveriam ser solubilizados no processo
analitico, superestimando o valor da FDN.

Desta forma, definiu-se como objetivo avaliar a eficiéncia da utilizagao dos tecidos

nylon, F57 e TNT na avaliacdo de FDN utilizando papel de filtro quantitativo como padrédo
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de celulose, simulando-se diferentes composi¢cdes de amostras com adi¢fes de amido,

pectina, caseina e oleo de soja.

Material e Métodos

Foram realizados quatro experimentos no Laboratorio de Nutricio Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa-MG.

Em todos os experimentos utilizaram-se 0s mesmos procedimentos de analises,
sendo estes diferenciados somente no tocante a composicao das amostras simuladas. Desta
forma, procedeu-se inicialmente a descricdo dos métodos basicos empregados nos quatro
experimentos realizados.

Para todos os experimentos foram confeccionados sacos de dimenséo 4 x 5 cm com
os tecidos nylon (50 um de porosidade) e TNT (100 g/m?2). Os sacos do tecido F57 foram
adquiridos confeccionados pelo fabricante (Ankom®), os quais apresentavam dimensoes
similares aos demais. Utilizou-se a relacdo de 20 mg de matéria seca (MS)/cm? de
superficie (Nocek, 1988).

Em todos os procedimentos experimentais, apds o acondicionamento das amostras,
os sacos foram selados por calor. Os procedimentos de analise dos teores de FDN foram
conduzidos em aparelho analisador de fibras (Ankom?’®), utilizando-se a formulagéo de
detergente neutro preconizada por Mertens (2002), omitindo-se o uso de sulfito de sodio. A
relacdo detergente amostra foi mantida em 100 mL/g de MS, com tempo efetivo de
extragdo de 1 hora. Nenhum procedimento para corre¢cdo quanto aos compostos
nitrogenados e cinzas insoluveis em detergente neutro foi conduzido.

Quando pertinente, em fung@o da natureza dos tratamentos, utilizou-se a-amilase
termoestavel (Termamyl 2X, Novozymes), na proporcdo de 50 uL/g de MS. Para que se

obtivesse a correta ativacdo da enzima, o detergente neutro foi adicionado sobre as
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amostras a temperatura ambiente, acrescentando-se em seguida a a-amilase termoestavel.
A partir deste momento procedeu-se ao aquecimento do detergente, sendo o tempo de
extracdo contabilizado a partir do momento em que a temperatura de extracdo foi atingida
(100°C).

Apos a extracdo, foram realizadas lavagens sequienciais com dgua quente e acetona.
Ap0s esse procedimento, 0s sacos foram secos em estufa com ventilagdo forgada (60°C/72
horas) e, seqliencialmente, em estufa n&o-ventilada (105°C/45 minutos), acondicionados
em dessecador e pesados. No dessecador os sacos foram manejados em grupos néo
superiores a 20 unidades para que o tempo de pesagem ndo se tornasse demasiadamente
prolongado e houvesse alteracdo de peso devido a higroscopicidade da fibra (Sampaio et
al., 2010).

Previamente aos procedimentos de extracdo os sacos foram lavados com detergente
neutro em ebulicdo, &gua quente e acetona; secos e pesados conforme o procedimento
descrito anteriormente para se obterem as taras.

O padrdo analitico para os teores de FDN foi obtido a partir de papel de filtro
quantitativo de filtragem rapida (faixa preta; didametro 12,5 cm; cod. 050154; Vetec®).
Este material é composto por celulose purificada, apresentando 0,0086% de cinzas e
96,53% de MS. O papel foi processado em moinho de facas com peneira de porosidade 1
mm, conforme recomendacdes de Valente et al. (2010a).

Nesta situacdo, hipotetizou-se que, em virtude de sua pureza, o material pudesse ser
utilizado como padrdo para afericdo dos teores de FDN em laboratério (Valente et al.,
2010a), uma vez que materiais convencionais somente permitem a afericdo da precisao das
estimativas, e ndo sua exatiddo (Van Soest, 1994; Casali et al., 2009).

No primeiro experimento buscou-se simular amostras contendo diferentes teores de

amido. Neste contexto, além do padrdo de celulose, adicionou-se aos sacos, amido de
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milho puro de uso laboratorial, com 91,62 % de MS (corn starch, S-5296, Sigma),
perfazendo 15 ou 50 % da MS total da amostra. Avaliou-se conjuntamente o uso ou nao de
a-amilase termoestavel. Foram utilizados dez sacos de cada tecido para cada nivel de
inclusdo de amido, totalizando 60 sacos, sendo que destes 30 sacos foram tratados com a-
amilase e 30 sacos néo.

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 2 x 2 (trés tecidos, dois niveis de inclusdo de amido e uso ou ndo de a-
amilase).

No segundo experimento simularam-se amostras contendo diferentes teores de
pectina. Desta forma, adicionou-se aos sacos, além do padrdo de celulose, pectina (Pectin
from citrus fruits, P-9135, Sigma; 87,55% de MS), perfazendo 15 ou 50 % da MS total.
Foram utilizados cinco sacos de cada tecido para cada nivel de inclusdo de pectina,
totalizando 30 sacos.

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 2 (trés tecidos e dois niveis de inclusdo de pectina).

No terceiro experimento foram simuladas amostras contendo amido (corn starch,
S-5296, Sigma; 91,62 % de MS) e diferentes niveis de proteina soltvel, a qual foi
representada por caseina (Casein from bovine milk technical grade, C-7078, Sigma;
91,65% de MS). Todas as amostras foram construidas adicionando-se 20% de amido e
10% ou 30% de caseina, com base na MS. Neste experimento, avaliou-se
concomitantemente a adi¢do ou ndo de a-amilase termoestavel. Foram utilizados dez sacos
de cada tecido para cada nivel de caseina, totalizando 60 sacos, sendo 30 sacos tratados

com a-amilase e 30 sacos nao.
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O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 2 x 2 (trés tecidos, dois niveis de inclusdo de caseina e uso ou nao de
a-amilase).

No quarto experimento buscou-se simular amostras com diferentes teores de extrato
etéreo (EE). Desta forma as amostras foram construidas adicionando-se 0, 5, 10, 15, 25 ou
50% de dleo de soja refinado sobre o padrdo de celulose, com base na MS. O 6leo,
processado pelo fabricante, era isento de proteina, cinzas, carboidratos e apresentava 100%
de MS. Foram utilizados cinco sacos de cada tecido para cada nivel de incluséo de 6leo,
totalizando 90 sacos.

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 6 (trés tecidos e seis niveis de inclusdo de 6leo de soja).

Em todos os experimentos, avaliou-se o vicio de recuperacdo da FDN, o qual foi
estimado como:

MFo — MFe y
Fe

VRF = 100

em que: VRF = vicio de recuperagdo da FDN (%); MFe = massa de FDN esperada ou
massa do padrdo de celulose (g); MFo = massa de FDN observada ou residuo obtido apés a
analise (g).

A estimativa do vicio foi assim obtida sob o pressuposto de o padréo utilizado de
celulose apresentar 100% de FDN, com base na MS (Valente et al., 2010a). Desta forma,
como todos os demais componentes utilizados na simulagdo das amostras néo séo
componentes da FDN, todas as variagdes observadas no residuo de anélise em relacdo a
massa de padrdo adicionada devem ser assumidas como viés do processo analitico. Neste
contexto, vicios negativos indicariam perda de material fibroso insoltvel. Por outro lado,
vicios positivos indicariam contaminacdo pela retencdo de outros compostos que ndo a

FDN.
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Para todos os vicios médios, em todos os experimentos, foram construidos
intervalos de confianca (1-a = 0,99). Neste contexto, a presenca do valor paramétrico 0
(zero) no intervalo de confianca indica vicio de recuperacdo néo significativo (P>0,01).

Adicionalmente, as comparagdes dos vicios médios de recuperagdo entre 0s niveis
de cada fator estudado foram realizadas por intermédio do teste de Tukey-Kramer, excegédo
feita aos niveis de 6leo avaliados no quarto experimento, os quais foram comparados por
intermédio de técnicas de regressao nao-linear.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados por intermédio do programa
SAS (PROC GLM e PROC NLIN) utilizando-se 0,01 como nivel critico de probabilidade

para o erro tipo I.

Resultados e Discussao

No primeiro experimento foi observada interagéo tripla entre os fatores estudados
(P<0,01). De forma geral, com a ndo utilizacdo de a-amilase termoestavel ocorreu
superestimacdo do teor de FDN (P<0,01), com estimativas de vicios médios similares para
ambos os niveis de inclusdo de amido (Tabela 1). Nesta situacdo, observou-se vicios
variando de +3,89 a +9,88%, 0 que reitera a influéncia deletéria do amido sobre a avalia¢do
laboratorial dos teores de FDN.

Com a ndo utilizacdo de a-amilase todos os tecidos apresentaram vicios (P<0,01).
Contudo, as estimativas foram, em média, inferiores com o uso do nylon em comparagédo
ao F57 e ao TNT (P<0,01), resultado mais evidente com a inclusdo de 50% de amido
(Tabela 1).

Por outro lado, com a utilizacdo de a-amilase, os vicios médios para ambos 0s
niveis de inclusdo de amido foram ndo-significativos (P>0,01), evidenciando a eficiéncia

de remoc¢do do amido como contaminante do residuo insoltvel (Tabela 1). No entanto,
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vicio negativo médio (considerando-se ambos niveis de amido), foi verificado para o nylon

(P<0,01).

Tabela 1 - Vicio de recuperacdo dos teores de fibra em detergente neutro com inclusao de
amido em 15 ou 50 %, com base da matéria seca, e com a utilizacdo ou ndo de

a-amilase termoestavel obtidos através de sacos confeccionados por diferentes

tecidos
Tecido’?
a-amilase  Amido F57 TNT Nylon Media
15 5,41*Ba 8,97*Aa 6,33*Aa 6,90*A
Néo 50 9,88*Aa 6,98*Aa 3,89*Ab 6,91*A
Media 7,65*a 7,97*a 5,11*b -
15 -0,20Aa -0,39Aa -1,73*Aa -0,77A
Sim 50 -0,51Aa -0,52Aa -1,25Aa -0,76A
Média -0,36a -0,46a -1,49*a CV(%) = 45,9

1 Médias na linha, seguidas por letras mindsculas diferentes ou na coluna, seguidas por letras maitsculas
diferentes, dentro de cada nivel do fator amilase, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01). 2 (*)
estatisticamente diferente de zero (P<0,01).

A avaliacdo conjunta do nylon em ambas situagdes de uso da a-amilase evidencia
que o menor vicio observado na auséncia de a-amilase em comparacgdo aos demais tecidos
(Tabela 1) ndo constituiu melhor eficiéncia do tecido, mas sim perdas de particulas fibrosas
insollveis, causando aparente entendimento de que menor contaminagdo por amido seria
observada com o uso do nylon.

A perda de particulas fibrosas tem sido apontada como a principal limitacdo do
nylon com tecido para analises laboratoriais de FDN (Casali et al., 2009; Valente et al.,
2010a;b). Tal limitacdo ndo foi verificada neste trabalho com o uso do TNT e do F57, os
quais demonstraram exatidao similar (Tabela 1).

De maneira geral, avaliando-se os vicios de recupera¢do da FDN com uso ou néao
de a-amilase termoestavel percebe-se que o amido pode efetivamente superestimar o valor

da FDN quando ndo utilizada a a-amilase (Tabela 1). Comportamento similar foi

32



evidenciado por Cherney et al. (1989) ao avaliaram os teores de FDN de forragens que
continham graos.

Neste trabalho, a utilizacdo da enzima a-amilase termoestavel foi eficiente na
retirada do amido quando adicionada a solucdo de detergente neutro a temperatura
ambiente no momento em que os sacos foram colocados no aparelho analisador de fibra.
Isto indica que ndo houve limitacdo da acdo enzimatica devido ao tempo de agdo da
enzima, contrariando alguns resultados previamente obtidos com a utilizacdo de enzimas
menos eficientes, nos quais evidenciou-se a necessidade da enzima permanecer junto com
a amostra por pelo menos uma noite (McQueen & Nicholson, 1979), muitas vezes com 0
uso de solucgdes de uréia (Van Soest t al., 1991), antes do procedimento padrdo de extracdo
com solucdo de detergente neutro. Em outra recomendagdo, a extragdo com detergente
neutro envolvendo o uso de a-amilase demandava a divisdo do processo de extracdo em
duas etapas (Undersander et al., 1993). Desta forma, os resultados aqui obtidos indicam
que os procedimentos de analise podem ser conduzidos com maior praticidade.

O viés positivo nos teores de FDN pode ser explicado pelo fato de o amido sofrer
gelatinizacdo quando exposto a temperaturas de 90 a 100°C (Hall, 2007) (faixa de
temperatura alcancada durante o periodo de extracdo), impedindo sua retirada dos sacos
durante a filtracdo. Quando a a-amilase termoestavel foi utilizada, o amido foi removido
dos sacos dos trés tecidos. Este comportamento concorda com a recomendagdo feita pela
AOAC para amostras que contenham amido (Mertens, 2002), o que evita a superestimacéo
do teor de FDN (Faithfull, 2002).

No segundo experimento ndo se verificou efeito dos niveis de pectina ou
interacdo entre niveis e tecidos sobre os vicios de recuperacdo da FDN (P>0,01). No
tocante aos tecidos, observaram-se resultados similares para TNT e F57 (P>0,01), os quais

diferiram do nylon (P<0,01). Por outro lado, o nylon foi o Unico tecido que apresentou
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vicio de recuperacao significativo (P<0,01), o qual assumiu valor negativo, mais uma vez

evidenciando perda significativa de particulas fibrosas insoltveis (Tabela 2).

Tabela 2 - Vicio de recuperacdo dos teores de fibra em detergente neutro com inclusao de
pectina em 15 ou 50 %, com base da matéria seca, obtidos através de sacos

confeccionados por diferentes tecidos

Tecido
Pectina (%) F57 TNT Nylon Média
15 -0,26 -0,35 -2,42 -1,01
50 -0,44 -0,40 2,12 -0,99
Média™* -0,35b -0,37b -2,27*a CV(%) = 57,6

1 Médias na linha, seguidas por letras diferentes, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01). 2 (*)
estatisticamente diferente de zero (P<0,01).

A pectina, mesmo sendo componente da parede celular vegetal (Hall, 2003), é
completamente solubilizada pela solugédo de detergente neutro, fazendo parte da fibra
soltvel dos alimentos (Bailey & Ulyatt, 1970; Dryden, 2008). Existem evidéncias que o
aquecimento por si sé é suficiente para permitir que a pectina se solubilize, sendo que
temperaturas maiores que 80°C seriam necessarias para sua completa extracdo (Van Soest,
1994). A fibra sollvel apresenta degradagdo ruminal diferente dos outros componentes da
parede celular que compdem a fibra insoltvel (Van Soest, 1967; Hall et al., 1997; Russell,
2002) e uma incompleta extracdo da pectina pela solucdo de detergente neutro poderia
causar confundimento entre as avaliagdes laboratoriais e 0s ensaios de digestibilidade
(Chesson & Monro, 1982).

Por outro lado, segundo Undersander et al. (1993), amostras com altos teores de
pectina podem apresentar problemas durante o processo de filtragdo, principalmente se
houver contato com a vidraria ndo-aquecida. Contudo, de acordo com os resultados aqui
obtidos, mesmo com o uso de 50% de pectina, ndo se observou viés positivo significativo
(Tabela 2), o que indica que ndo ocorreram problemas de retencdo de material péctico

durante a filtragdo. Isto parece constituir vantagem ao uso de tecidos como recipientes,
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uma vez gque 0s mesmos sdo aquecidos em conjunto com as amostras, ndo propiciando os
problemas acima relatados.

No terceiro experimento foi observada significancia para o efeito de interacdo entre
tecido e uso de a-amilase (P<0,01). Nenhum efeito associado aos niveis de proteina foi
significativo (P>0,01).

Este experimento foi proposto visando-se simular amostras de composicdo mais
heterogénea em comparacgdo ao primeiro e segundo experimentos, associando-se a isto a
avaliacdo de amostras com altos niveis de proteina de contetdo celular, simulada pela
utilizacdo da caseina.

A proteina tem sido apontada como o0 maior contaminante na avaliacdo de residuos
fibrosos insollveis (Goering & Van Soest, 1970). Embora grande parte dos residuos
protéicos contaminantes esteja associada aos compostos fibrosos insolUveis da parede
celular (Krishnamoorthy et al., 1982; Henriques et al., 2007), o excesso de proteina,
principalmente glicoproteinas, pode dificultar o processo de filtracdo, superestimando o
teor de FDN (Undersander et al., 1993), de forma similar ao anteriormente discutido para
amostras com alto teor de pectina. Para alguns materiais com niveis elevados de proteina
faz-se muitas vezes necessaria a utilizacdo de proteases para minimizar as interferéncias na
analise de FDN (Van Soest & Robertson, 1985). Neste contexto, como previamente
discutido, o uso de tecidos parece ser também vantajoso na avaliacdo de amostras desta
natureza.

O desdobramento do efeito de interacdo entre tecidos e utilizagdo de a-amilase
verificado no terceiro experimento (Tabela 3) corroborou os resultados obtidos no primeiro
experimento (Tabela 1). Na auséncia de a-amilase observou-se vicio de recuperagdo
positivo (P<0,01) para todos os tecidos, sendo, contudo inferior para o nylon (P<0,01) em

comparacdo ao TNT e F57, que ndo diferiram entre si (P>0,01). Na presenca de a-amilase,
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os tecidos TNT e F57 ndo apresentaram vicios de recuperacdo significativos (P>0,01).
Contudo, vicio negativo (P<0,01) foi verificado para o nylon. Isto reitera a perda de
particulas fibrosas insoltveis com o0 uso do nylon, o que parece ser a causa de seu menor

vicio na auséncia de a-amilase (Tabela 3).

Tabela 3 - Vicio de recuperacdo dos teores de fibra em detergente neutro (FDN - % da
matéria seca) com a utilizacdo ou ndo de a-amilase termoestavel obtidos através

de sacos confeccionados por diferentes tecidos

Tecido™?
a-amilase F57 TNT Nylon
Sim -0,45Ba -0,40Ba -1,20*Ba
N&o 5,44*Aa 4,03*Aa 1,04*Ab

1 Médias na linha, seguidas por letras minGsculas diferentes, ou na coluna, seguidas por letras mailsculas
diferentes, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01) (CV = 75,8%). 2 (*) estatisticamente diferente
de zero (P<0,01).

No quarto experimento verificou-se efeito de interacdo entre os niveis de 6leo e
tecidos sobre 0s vicios de recuperacdo da FDN (P<0,01) (Tabela 4; Figuras 1, 2 e 3).

Avaliando-se os diferentes tecidos dentro de cada nivel de 6leo utilizado, observou-
se que vicios de recuperacdo significativos e positivos (P<0,01) somente ocorreram para 0s
niveis 15, 25 e 50% (Tabela 4). De forma geral, 0s menores vicios nestes trés niveis foram
verificados com a utilizacao do nylon (P<0,01).

Estes menores vicios de recuperacdo da FDN com o uso do nylon parecem estar
associados a duas causas distintas. Em primeiro lugar, como discutido anteriormente e
ressaltado por outros autores (Casali et al., 2009; Valente et al., 2010a,b), a perda de
particulas fibrosas insolUveis devido a sua estrutura de porosidade parecem constituir a
maior limitacdo do nylon na analise de compostos fibrosos em laboratério. Esta
justificativa parece ser suportada pelos resultados obtidos nos niveis 0, 5 e 10% de 6leo.
Nesta situacdo, embora ndo tenham sido observados vicios significativos atribuidos ao

nivel de o6leo (P>0,01) ou diferencas entre tecidos (P>0,01), verificou-se que o nylon
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produziu estimativas numéricas de vicio sistematicamente mais proeminentes em relacédo
ao F57 e TNT (Tabela 4), o que pode ter contribuido para as menores estimativas dos

vicios nos niveis mais elevados de 6leo.

Tabela 4 - Vicio de recuperacdo dos teores de fibra em detergente neutro com inclusao de
diferentes niveis 6leo de soja (% da matéria seca) obtidos através de sacos

confeccionados por diferentes tecidos

Tecido?

Oleo de Soja (%) F57 TNT Nylon
0 -0,40a -0,56a -1,06a
5 -0,40a -0,58a -1,28a
10 -0,15a -0,09a -1,24a
15 6,04*a 5,45*a 2,30*b
25 23,24*a 23,79*a 17,80*b
50 34,13*b 41,34*a 29,60*c

1 Médias na linha, seguidas por letras diferentes, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,01) (CV =
19,6%). 2 (*) estatisticamente diferente de zero (P<0,01).

Por outro lado, embora o padrdo de celulose constitua ferramenta para afericdo da
exatidao do teor de FDN em laboratorio, algumas limitacdes sdo ainda observadas, pois o
mesmo ndo € capaz de reproduzir totalmente a alta complexidade fisico-quimica de
alimentos integrais, pois é isento de contetdo celular e de ligages quimicas e interacdes
fisicas da parede celular (Valente et al., 2010a). A gordura presente nos alimentos localiza-
se no contetdo celular. Logo, sua extracdo seria dependente da acdo do detergente em
extrai-la do interior da célula. Com a simulacdo adotada neste trabalho, a gordura utilizada
foi homogeneizada ao padrdo, o que nao permite simular adequadamente sua posi¢do na
célula. Em contato com o meio aquoso, haveria a formacdo natural de micelas devido a
hidrofobicidade da gordura. Em estudos de microscopia eletrénica evidenciou-se que 0S
poros no nylon podem ser considerados maiores que 0s observados no F57 e no TNT
(Casali et al., 2009; Valente et al., 2010b). Desta forma, com o uso do nylon ndo haveria

acao mais eficiente do detergente na remocdo de gordura; mas devido aos maiores poros
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facilitar-se-ia a saida de micelas de gordura integrais, 0 que teria contribuido para os

menores vicios observados com este tecido nos niveis mais elevados de gordura (Tabela 4).
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Figura 1 — Estimativa do vicio de recuperagdo do teor de fibra em detergente neutro em
funcéo do nivel de dleo de soja na amostra utilizando-se o tecido F57 (Y = 0, V
X < 10,2526; Y = -52,004 + 22,343In(X), V X > 10,2526; R2 = 0,9360).

A avaliacdo do comportamento dos dados de cada tecido em fungéo dos diferentes
niveis de Oleo sugeriu a adogdo de modelo com estrutura ndo-linear logaritmica
descontinua, o qual permitiu a identificacdo do ponto a partir do qual os vicios de
recuperacgdo tornar-se-iam significativos (Figuras 1, 2 e 3). Tais pontos foram identificados
sobre os niveis de 10,25; 10,80 e 11,45% de dleo, para os tecidos F57, TNT e nylon,
respectivamente. Desta forma, considerando-se as limitagdes anteriormente apresentadas
para o nylon, ou seja, relevando-se somente as informagdes obtidas com o TNT e F57,
vicios de recuperacdo da FDN seriam observados a partir de niveis proximos a 10% de

oleo.
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Figura 2 — Estimativa do vicio de recuperacdo do teor de fibra em detergente neutro em

funcéo do nivel de 6leo de soja na amostra utilizando-se o tecido TNT (Y = 0,

V X <10,8038; ¥ =-63,993 + 26,889In(X), V X >10,8038; R2 = 0,9698).

A explicacdo para os valores superestimados de FDN obtidos com a inclusdo de
6leo acima de 10% reside sobre a formulacdo do detergente neutro, no qual utiliza-se como
substancia com acdo detergente o lauril sulfato de sddio em concentracdo que permite a
méaxima solubilizacdo de componentes ndo fibrosos com o minimo volume de agua (Van
Soest, 1963). A molécula de lauril sulfato de sddio apresenta cadeia com 12 atomos de
carbono, ligados a um grupo sulfato, dando a molécula propriedades anfipaticas requeridas
por um detergente. O lauril sulfato de sodio apresenta resultado satisfatorio para a maioria
das anélises laboratoriais e pode ser encontrado em diversos paises, 0 que permite a
padronizacdo da solucao de detergente neutro (Van Soest & Robertson, 1985).

Forragens normalmente apresentam baixos teores de EE; mas quando se avaliam
sementes de oleaginosas, com alto EE, pode ocorrer saturacdo da solucdo de detergente

neutro, tornando incompleta a retirada dos componentes apolares (lipideos). Isto pode ser
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agravado em amostras de alimentos como sementes de oleaginosas, pois a solubilizagédo
parcial do detergente em Gleo reduz sua capacidade de extracdo. Assim, é necessario o pre-

desengorduramento de amostras com alto EE (Van Soest et al., 1991; Faithfull, 2002).
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Figura 3 — Estimativa do vicio de recuperacdo do teor de fibra em detergente neutro em
funcéo do nivel de 6leo de soja na amostra utilizando-se o tecido nylon (Y = 0,
V X <11,4598; ¥ =-49,533 + 20,310In(X), V X > 11,4598; R2 = 0,9611).

Neste contexto, considerando-se que os resultados obtidos com diferentes niveis de
6leo de soja possam representar o comportamento de amostras com diferentes niveis de
EE, recomenda-se o desengorduramento parcial de amostras com teores de EE superiores a
10%, de forma a torna-las aptas a serem analisadas quanto aos teores de FDN sem que
vicios sejam introduzidos sobre as estimativas obtidas.

De modo geral, os resultados obtidos nos quatro experimentos permitem evidenciar
que a utilizacdo do nylon gera resultados viesados dos teores de FDN. Em estudos

utilizando microscopia eletrdnica verificou-se que a estrutura de porosidade do nylon, mais
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ampla em comparacdo ao F57 e ao TNT, acrescida de sua maior susceptibilidade ao
rompimento durante os procedimentos analiticos, constituem a grande limitacdo deste
tecido (Casali et al.,, 2009; Valente et al., 2010b). Isto torna sua utilizacdo néo
recomendavel em avaliacGes de compostos fibrosos insoldveis em laboratorio. O TNT e o
F57 tém estruturas fisicas bem semelhantes e resultaram em teores de FDN similares;
entdo, o TNT pode constituir alternativa ao F57 na analise de FDN por apresentar menor
custo.

Por outro lado, com base nos resultados aqui obtidos, os tecidos TNT e F57
apresentam resultados igualmente exatos. Desta forma, infere-se que o TNT possa
constituir alternativa ao F57, de maior custo, em andlises laboratoriais do teor de FDN, o
que corrobora os resultados obtidos por outros autores (Casali et al., 2009; Valente et al.,
2010a).

Conclustes

A utilizagdo dos tecidos F57 (Ankom®) e tecido ndo-tecido (TNT — 100g/m?)
proporcionam estimativas acuradas dos teores de fibra em detergente neutro. Por sua vez, a
exatiddo dos resultados obtidos com nylon (50 um) é comprometida pela perda de
particulas. Para amostras que contenham amido a utilizagdo da a-amilase termoestavel é
recomendada na avaliacdo dos teores de fibra em detergente neutro. Para alimentos que
contenham mais de 10% de extrato etéreo é necessaria a realizacdo de desengorduramento
parcial da amostra para que se obtenham estimativas acuradas dos teores de fibra em

detergente neutro.
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Estimagcao in situ dos teores de componentes indigestiveis em alimentos e fezes de

bovinos com sacos de diferentes tecidos!

RESUMO - Objetivou-se avaliar as estimativas de concentracdo dos indicadores internos
matéria seca (MSi), fibra em detergente neutro (FDNi) e fibra em detergente &cido (FDAI)
indigestiveis em amostras de alimentos e fezes bovinas processadas em diferentes tamanhos
de particulas (1, 2 e 3 mm) utilizando-se sacos confeccionados com os tecidos nylon (50
um), F57 (Ankom®) e tecido ndo-tecido (TNT — 100 g/m?2) em procedimento de avaliacdo
in situ. Foram utilizadas oito amostras de alimentos concentrados, sete amostras de
alimentos volumosos e duas amostras de fezes bovinas. O material foi acondicionado nos
sacos seguindo-se a relacdo de 20 mg de matéria seca/cm? de superficie. Foram utilizados
trés sacos de cada tecido para cada tamanho de particula, totalizando 405 sacos, que foram
submetidos a 264 horas de incubagdo ruminal. Os teores dos indicadores foram avaliados
seqliencialmente. Sacos em branco foram utilizados para avaliagdo microscopica da
integridade fisica dos tecidos e para avaliacdo da resisténcia a tracdo. A presenca de
contaminantes causou alta variabilidade dos resultados relativos & MSi, o que indica
comprometimento de sua aplicacdo como indicador interno. Os tecidos F57 e TNT
produziram estimativas similares para os teores de FDNi e FDAI, enquanto o tecido nylon
subestimou a concentracdo de compostos indigestiveis, possivelmente em funcdo da perda
de particulas devido a sua porosidade. O nylon apresentou perda de resisténcia em todas as
etapas analiticas, o que amplia sua probabilidade de ruptura, principalmente ap6s extracao
com detergente acido. Sugere-se a moagem de amostras em peneiras com porosidade de 2

mm para procedimentos in situ de avaliacdo de compostos indigestiveis.

Palavras-Chave: F57, indicadores internos, nylon, tamanho de particulas, tecido ndo-

tecido

! Artigo submetido & Revista Brasileira de Zootecnia, sob o protocolo 00265-09.
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In situ estimation of indigestible compounds contents in cattle feed and feces using

bags made from different textiles

Abstract — The objective of this experiment was to evaluate the estimate the contents of
internal markers indigestible dry matter (iDM), indigestible neutral detergent fiber (iNDF)
and indigestible acid detergent fiber (IADF) in samples of cattle feed and feces processed at
different particle sizes (1-, 2-, and 3-mm) using bags made by the textiles nylon (50 um),
F57 (Ankom®), and non-woven textile (NWT — 100 g/m?) in a in situ procedure. It were
used eight samples of concentrates, seven samples of forages and two samples of cattle
feces. The samples were put in the bags according to a ratio of 20 mg of dry matter/cm? of
surface. It were used three bags of each textile and particle sizes, totality 405 bags. The
bags were submitted to 264 hours in situ rumen incubation. The contents of markers were
sequentially evaluated. Blank bags were used for microscopic evaluation of textile integrity
and for evaluation of the physical resistance. The presence of contaminants caused high
variability of iDM results, which indicated that its use as internal marker is not
recommended. F57 and NWT presented similar estimates of iNDF and iADF, while nylon
underestimated the concentration of indigestible compounds. This result is probably
associated with particle loss. The nylon showed decrease in physical resistance after each
analytical step. That pattern leads to an increase of the rupture probability, mainly after acid
detergent extraction. It was recommended the milling of samples at 2 mm particles size to

evaluate indigestible compounds through in situ procedures.

Key Words: F57, internal markers, nylon, non-woven textile, particle size
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Introducéo

Indicadores internos sdo compostos de referéncia presentes nos alimentos utilizados
para estimar o fluxo de digesta e a massa fecal em ruminantes. Atualmente, estes
compostos sdo mais comumente representados pela fracdo fisica matéria seca indigestivel
(MSi) e pelas fragcdes quimicas fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) e fibra em
detergente acido indigestivel (FDAI) (Detmann et al., 2004).

Entre as caracteristicas ideais de um indicador destaca-se a capacidade deste ser
totalmente recuperado nas fezes (Owens & Hanson, 1992) ou em qualquer segmento do
trato gastrintestinal. A auséncia desta caracteristica pode acarretar estimativas viesadas de
fluxo de digesta ou excrecdo fecal. Embora a capacidade de recuperacdo seja teoricamente
inerente ao préprio indicador (Detmann et al., 2007), influéncias indiretas dos métodos
utilizados para estimagdo de sua concentracdo podem causar desvios aparentes de
recuperacao (Freitas et al., 2002; Detmann et al., 2007).

Diferentes tecidos tém sido utilizados em procedimentos in situ para avaliagdo da
concentracdo de indicadores internos, entre os quais destacam-se o nylon (50 um), o F57
(Ankom®) e o tecido ndo-tecido (TNT — 100 g/m?). O nylon tem sido empregado como
recipiente padrdo. Contudo, resultados controversos tém sido relatados quanto a eficiéncia
da utilizacdo deste tipo de tecido no processo de estimacdo de compostos indigestiveis, que
parecem estar associados principalmente a possibilidade de perda de particulas (Casali et
al., 2009).

Com a possibilidade de utilizacdo de diferentes tecidos para realizacdo de
procedimentos in situ para estimacgdo das concentracfes de residuos indigestiveis, entende-

se que conhecimentos a respeito destes tecidos devam ser gerados e estudos sobre 0s
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aspectos primarios de interferéncia sobre a exatiddo e precisdo dos resultados, e aspectos
secundarios, envolvendo custos e praticidade operacional, devem ser analisados.
Objetivou-se avaliar as estimativas de concentracdo dos indicadores MSi, FDNi e
FDAI em amostras de alimentos e fezes bovinas processadas em diferentes tamanhos de
particulas utilizando-se sacos confeccionados com os tecidos nylon (50 um), F57 e TNT em
procedimento de avaliacdo in situ, avaliando-se, adicionalmente, aspectos da resisténcia

fisica dos tecidos supracitados.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal, do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG.

Foram utilizadas amostras de alimentos concentrados (sorgo gréo, gluten de milho,
polpa citrica, farelo de algodéo, farelo de soja, farelo de trigo, milho gréo e casca de soja) e
de alimentos volumosos (feno de capim braquiaria, cana-de-acUcar in natura, feno de
capim-coastcross, palha de milho, silagem de milho e capim-elefante in natura cortado aos
50 e 250 dias de rebrotacdo). Foram também avaliadas amostras de fezes obtidas de dois
bovinos alimentados com dietas contendo 15% e 50% de concentrado, com base na matéria
seca (MS), as quais foram denominadas fezes de baixo concentrado (BC) e de alto
concentrado (AC), respectivamente.

As amostras de silagem de milho, cana de agucar, capim elefante (50 e 250 dias) e
fezes (BC e AC) foram secas em estufa com ventilagdo forcada (60°C) e, posteriormente,
em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de facas com peneiras com
malha de 1, 2 e 3 mm. A amostra de gluten de milho somente foi avaliada com tamanho de

particula compativel com peneira de malha de 1 mm em funcdo de a amostra ter sido
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processada desta forma pelo fabricante. Adicionalmente, as amostras de sorgo gréo, farelo
de algodao, polpa citrica e farelo de soja s6 foram processados a 1 e 2 mm. Isto se justificou
para o sorgo devido ao pequeno tamanho do gréo, o qual passava intacto pela peneira com
malha de 3 mm. As amostras de farelo de algod&o, polpa citrica e farelo de soja foram
processadas pelos fabricantes com tamanhos de particulas compativeis com peneira de
malha 2 mm.

As avaliagbes quimicas das amostras foram feitas com amostras processadas a 1
mm, sendo os teores de MS, matéria organica (MO) e proteina bruta (PB) avaliados
segundo Silva & Queiroz (2002). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
acido (FDA) foram avaliados utilizando-se as formulagdes de detergente recomendadas por
Mertens (2002) e Goering & Van Soest (1975), respectivamente, empregando-se a técnica
de micro-extracdo (Pell & Schofield, 1993) (Tabela 1). Nas anélises de FDN utilizou-se a-
amilase termoestavel (Termamyl 2X, Novozymes), omitindo-se o uso de sulfito de sodio.
Nenhum procedimento para corre¢cdo quanto aos compostos nitrogenados e cinzas
insolUveis em detergente neutro ou acido foi adotado.

Para avaliacdo dos teores de MSi, FDNi e FDAIi foram confeccionados sacos de
dimensdo 4 x 5 cm com os tecidos nylon (50 um) e tecido ndo-tecido (TNT - 100 g/m?). O
material moido foi adicionado nos sacos previamente confeccionados e nos sacos F57
(Ankom®). Foram utilizados trés sacos de cada tecido para cada tamanho de particula,
totalizando 405 sacos. Utilizou-se a relagdo de 20 mg de MS/cm? de superficie (Nocek,
1988). Em todos os procedimentos experimentais, apds o acondicionamento das amostras,
os sacos foram selados por calor.

Para obtencgdo dos residuos indigestiveis as amostras foram incubadas no rimen de

trés vacas mesticas Holandés x Zebu fistuladas no ridmen e alimentadas com dieta mista
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(forragem e concentrado), sendo um saco de cada material em cada tamanho de particula
em cada um dos animais. As amostras permaneceram incubadas por 264 horas, como
proposto por Casali et al. (2008). Ap6s o término da incubacdo, os sacos foram retirados do
rimen e lavados manualmente com agua corrente até o total clareamento desta, secos
sequiencialmente em estufas ventilada (60°C/72 horas) e ndo-ventilada (105°C/45 minutos),

acondicionados em dessecador e pesados. Neste ponto obtiveram-se os teores de MSi.

Tabela 1 - Composicdo quimica de alimentos e fezes

Item?

MS MO PB FDN FDA
Material (%) (%daMS) (daMS) (%daMS) (% daMS)
Sorgo Gréo 88,54 99,11 8,68 11,61 3,15
Gluten de milho 90,76 99,03 63,48 12,85 6,43
Polpa Citrica 85,76 94,21 5,40 25,56 17,31
Farelo de Algodéao 89,28 92,53 39,93 27,92 15,36
Farelo de Soja 89,39 93,20 43,07 13,49 6,48
Farelo de Trigo 83,59 93,18 14,95 47,74 14,18
Milho Gréo 86,28 98,65 8,25 13,61 2,64
Casca de Soja 89,77 95,96 10,83 67,34 44,62
Feno de Braquiaria 90,54 96,59 3,71 86,29 50,29
Cana-de-Acucar 22,28 96,33 2,90 60,41 37,34
Feno de Coastcross 89,96 94,41 11,43 83,93 40,44
Palha de Milho 90,43 98,50 1,88 90,80 45,55
Silagem de Milho 30,97 93,06 4,49 57,79 29,37
Capim-Elefante 50 dias 13,55 92,17 9,07 74,35 51,88
Capim-Elefante 250 dias 22,54 93,54 7,20 85,34 53,67
Fezes (BC) 13,37 88,83 8,88 66,03 36,44
Fezes (AC) 14,66 91,07 10,51 54,20 24,08

1 MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA =
fibra em detergente &cido.

Os procedimentos de andlise dos teores de FDNi e FDAI foram conduzidos em

aparelho analisador de fibras (Ankom*?’®). As formulacdes dos detergentes neutro e &cido
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seguiram as recomendacdes de Mertens (2002) e Goering & Van Soest (1975). A relacdo
detergente: amostra foi de 100 mL/g de MS com tempo efetivo de extracdo de 1 hora.

Ao término do tempo de extracdo com detergente neutro os sacos foram lavados
sequencialmente com &gua quente e acetona, secos em estufa ventilada (60°C/72 horas) e
ndo-ventilada (105°C/45 minutos), acondicionados em dessecador e pesados, obtendo-se 0s
teores de FDNi. A avaliacdo dos teores de FDAI foi conduzida em sequéncia, utilizando-se
0s mesmos procedimentos aplicados para a FDNi.

Anteriormente aos procedimentos de incubacdo os sacos foram lavados com
detergente neutro em ebulicdo, dgua quente e acetona, secos e pesados, como descrito
anteriormente, para que se obtivessem as taras.

Para a avaliacdo da integridade dos tecidos ap0s as diferentes etapas analiticas
foram utilizados oito sacos de cada tecido. Os sacos, em duplicata, foram submetidos aos
seguintes procedimentos: A) lavagem com detergente neutro (tecido “novo”); B) todos 0s
procedimentos descritos em A, seguidos de 264 horas de incubagdo ruminal, lavagem com
agua corrente até o total clareamento desta e submissdo ao procedimento de secagem
(60°C/72 horas seguido de 105°C/45 minutos); C) todos os procedimentos descritos em B,
seguidos de extragdo com detergente neutro (100°C/1 hora), lavagem com agua quente e
acetona e secagem como descrito anteriormente; e D) todos os procedimentos descritos em
C, seguidos de extracdo com detergente acido (100°C/1 hora), lavagem com &gua quente e
acetona e secagem como descrito anteriormente. A seqiiéncia de procedimentos foi
implementada visando simular a avaliagdo seqiiencial dos indicadores MSi, FDNi e FDA..

Aliquotas de tecido de um saco em cada situacdo foram submetidas a avaliacdo por
microscopia eletronica de varredura (Silveira, 1998). Os fragmentos dos tecidos foram

fixados com auxilio de cola contendo prata em suportes metalicos, cobertos com camada de
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ouro (20 nm) e avaliados em aumentos de 30 e 100x em microscopio eletrdnico de
varredura (DSEM 962, Zeiss Co.). Todos os procedimentos de microscopia foram
realizados no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes-RJ.

Para o teste de resisténcia a tracdo, um saco de cada tecido em cada situacdo foi
encaminhado ao Laboratorio de Ensaios Fisicos e de Composicdo do SENAI/CETIQT (Rio
de Janeiro-RJ). Para tal avaliacdo utilizou-se dinamdmetro (Instron, modelo 4467) com as
seguintes caracteristicas: velocidade de deslocamento da garra - 100 mm/min, distancia
entre garras - 3 cm e tamanho das garras (posteriores e anteriores) - 2,5 x 7,5 cm.

Os teores de MSi, FDNi e FDAI foram avaliados de forma independente para cada
material por intermédio de andlise de varidncia, segundo delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 3 (trés tecidos e trés tamanhos de particulas, quando
pertinente). Devido ao desbalanceamento causado pela da perda de alguns sacos, as analises
de variéncia foram conduzidas utilizando-se somas de quadrados do tipo Ill, sendo as
médias comparadas por intermédio do teste de Tukey-Kramer (Littell et al., 1991). Todos
os procedimentos estatisticos foram realizados por intermédio do programa SAS (Statistical

Analysis System) utilizando-se 0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I.

Resultados e Discusséo
Né&o foi verificada interacdo entre tecidos e tamanho de particulas (P>0,05), com
excecdo dos teores de MSi e FDNi em fezes AC (P<0,05).
Os teores de MSi, para a maioria dos materiais avaliados, foram similares quando
obtidos com os tecidos TNT e F57 (P>0,05), sendo estes superiores aos obtidos com nylon

(P<0,05). Resultados divergentes a estes foram obtidos com polpa citrica, farelo de trigo,
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milho grdo e feno de coastcross, nos quais se observou diferenca entre todos os tecidos
utilizados (P<0,05), com os menores valores atribuidos ao nylon. Nao foram verificadas
diferencas entre os teores de MSi (P>0,05) obtidos com os diferentes tecidos para o gluten
de milho (Tabela 2).

Por outro lado, para todos os materiais avaliados, com exce¢do do milho gréo,
observaram-se teores de FDNi similares (P>0,05) quando utilizados os tecidos TNT e F57,
sendo estes superiores ao nylon (Tabelas 3 e 5). No caso especifico do milho, todos os
tecidos propiciaram estimativas diferentes (P<0,05), embora maior aproximacao tenha sido
verificada entre os tecidos F57 e TNT (Tabela 2).

Né&o foram obtidas estimativas de teores de FDAI com o uso do nylon, uma vez que
todos os sacos sofreram rompimento durante o processo de extracdo com detergente &cido.
De forma similar ao observado para a FDNI, os tecidos F57 e TNT propiciaram estimativas
similares dos teores de FDAI (P>0,05), com excecao feita ao milho gréo (Tabela 4).

De forma geral, percebeu-se maior variabilidade entre tecidos na avaliacdo dos
teores de MSi (Tabela 2), em comparagéo aos teores de FDNi e FDAI (Tabelas 3 e 4).

Em alguns estudos com indicadores internos em ruminantes tém-se sugerido a
utilizacdo da MSi (Huhtanen et al., 1994; Detmann et al., 2001), a qual apresentaria a
vantagem de menor custo analitico em comparacdo a residuos fibrosos indigestiveis
(Detmann et al., 2001). Contudo, a presenca de contaminantes pode comprometer 0s
resultados obtidos (Huhtanen et al., 1994; Casali et al., 2009), uma vez que nao se utilizam
detergentes para limpeza do residuo pds-incubacdo, o que limita a retirada de residuos
microbianos por acgdo anidnica (Van Soest, 1994; Clipes et al., 2006). Em adi¢&o, a a¢do de

detergentes poderia também contribuir para a reducdo de residuos ndo-microbianos
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(particulas de alimentos), normalmente aderidos a superficie externa dos sacos apos a
retirada do rumen.

A contaminag&o por residuos na avaliacdo in situ dos teores de MSi parece ndo ser
constante entre materiais (Casali et al., 2008) e, possivelmente, ndo ocorre de forma
homogénea entre replicatas (Sampaio et al., 2010). Assim, parte das diferencas associadas
aos diferentes tecidos para os teores de MSi podem refletir confundimento com variacGes
nos niveis de contaminagdo por residuos microbianos e ndo-microbianos, tornando
inconsistentes as inferéncias e comprometendo o uso da MSi como indicador interno.

Considerando-se os resultados dos teores de FDNi e FDAI (Tabelas 2 e 3) pode-se
assumir que as estimativas produzidas pelos tecidos F57 e TNT sdo equivalentes. A
diferenga observada para a amostra de milho grdo pode ser assumida como casual ou
aleatdria, uma vez que representa apenas uma entre dezessete avaliadas e nenhuma causa
aparente pode ser atribuida para este comportamento. Resultados similares entre os tecidos
F57 e TNT quando utilizados para avaliacdo laboratorial dos teores de FDN e para
avaliacdo in situ dos teores de FDNi foram relatados por Valente et al. (2010) e Casali et al.
(2009), respectivamente.

Os menores teores de FDNi obtidos com a utilizagdo do nylon (Tabelas 2 e 5)
podem ser atribuidos & perda de particulas fibrosas insollveis devido & sua estrutura de
porosidade em comparacdo aos tecidos F57 e TNT (Figura 1), argumento este corroborado

por outros autores (Casali et al., 2009; Valente et al., 2010).
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Tabela 2 - Médias e coeficientes de variacdo dos teores de matéria seca indigestivel (% da matéria seca) para amostras processadas em

diferentes tamanhos de particulas, obtidos com sacos confeccionados com diferentes tecidos

Tecido! Particulas (mm)! Valor-P?
Material F57 Nylon TNT 1 2 3 CV(%) T P TxP
Sorgo Grédo 5,34a 1,21b 3,83a 3,39 3,52 - 29,1 <0,0001 0,7885  0,8296
Gluaten 3,58 1,58 2,91 - - - 48,2 0,2376 - -
Polpa Citrica 6,66a 2,71c 4,91b 4,54 4,98 - 12,0 <0,0001 0,1552  0,6894
Farelo de Algodao 25,09a 12,98b  20,96a 18,77 20,58 - 15,2 <0,0001 0,2228  0,2877
Farelo de Soja 3,93a 0,74b 2,51a 1,92 2,86 - 43,1 0,0006  0,0776  0,3252
Farelo de Trigo 1794a  13,32c  15,76b 13,87b  15,29b  17,86a 7,4 <0,0001 <0,0001 0,9635
Milho Gréo 3,63a 0,61c 1,78b 1,96 2,10 1,97 19,3 <0,0001 0,7037  0,2218
Casca de Soja 8,54a 3,55b 7,11a 5,84 6,48 6,89 29,8 <0,0001 05148 0,7356
Feno de Braquiaria 54,86a  3596b  49,10a 40,82b  45,13b 5397a 11,4 <0,0001 0,0003 0,9244
Cana de Acticar 38,08a  27,40b  35,59a 32,56 34,63 33,87 9,0 <0,0001 0,3814  0,9069
Feno de Coastcross 41,38a  27,34c  36,86b 33,95b  33,75b 37,89 9,5 <0,0001 0,0399  0,2565
Palha de Milho 42,87a 22,650  39,73a 34,84 34,99 35,43 25,3 0,0003  0,9892  0,8956
Silagem de Milho 29,14a  14,29b  25,8la 22,19 22,38 24,66 24,6 0,0001  0,6051  0,7871

Capim Elefante 50 dias ~ 37,70a  22,51b  34,63a 2797b  32,45ab  34,42a 16,5 <0,0001 0,0476 0,6248
Capim Elefante 250 dias  57,81a  44,63b  52,44a 47,24b 51,21ab 56,43a 9,9 0,0005 0,0101  0,5594
Fezes BC 65,19a  46,18b  58,57a 51,57b  54,23b  64,13a 104 <0,0001 0,0012 0,9370
Fezes AC? - - - - - - 5,4 <0,0001 <0,0001 0,0149

1 Médias seguidas por letras diferentes, dentro dos fatores tecido e tamanho de particulas, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05). 2 T = efeito do
tecido; P = efeito do tamanho de particulas; T x P = interagdo entre tecido e tamanho de particulas. 2 Ver desdobramento de interacdo na Tabela 5.
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Tabela 3 - Médias e coeficientes de variacdo dos teores de fibra em detergente neutro indigestivel (% da matéria seca) para amostras

processadas em diferentes tamanhos de particulas, obtidos com sacos confeccionados com diferentes tecidos

Tecido! Particulas (mm)! Valor-P?
Material F57 Nylon TNT 1 2 3 CV(%) T P TxP
Sorgo Gréo 2,90a 0,55b 2,56a 1,88 2,13 - 45,7 0,0016 05731  0,9490
Gluaten 1,61a 0,18b 1,36a - - - 37,5 0,0093 - -
Polpa Citrica 4,58a 2,01b 4,08a 3,48 3,64 - 11,1 <0,0001 0,4362  0,3937
Farelo de Algodéao 14,02a  10,57b  14,5la 12,76 13,31 - 11,2 0,0010 04362 0,6737
Farelo de Soja 2,04a 0,16b 1,88a 1,15b 1,58a - 27,3 <0,0001 0,0296  0,1215
Farelo de Trigo 15,11a  11,33b  14,00a 12,06b  12,88b  15,50a 7,4 <0,0001 <0,0001 0,9192
Milho Gréo 1,70a 0,19c 1,13b 0,97 1,11 0,93 245 <0,0001 0,2558 0,4319
Casca de Soja 5,40a 2,74b 5,04a 3,67 4,70 4,81 26,0 0,0004 0,019 0,7215
Feno de Braquiaria 48,65a 30,91b  44,07a 3500b 39,88b  48,75a 14,2  <0,0001 0,0008 0,9173
Cana de AcUcar 33,06a 24,56b  30,34a 27,27b  30,25ab  30,44a 7,8 <0,0001 0,0254  0,7082
Feno de Coastcross 3548a  23,49b  31,99a 29,34 28,91 32,71 10,8 <0,0001 0,0693 0,1711
Palha de Milho 37,14a  17,04b  34,46a 28,16 30,70 29,77 26,7 0,0002  0,8120  0,8809
Silagem de Milho 23,27a  10,34b  21,92a 17,38 17,67 20,48 29,2 0,0009 0,4801  0,8505

Capim Elefante 50 dias ~ 28,42a  17,38b 29,38a 21,06b 25,80ab  28,32a 18,7 <0,0001 0,0133 0,4742
Capim Elefante 250 dias  51,85a  40,40b  47,91a 42,05b 4595ab 52,16a 10,9 0,0016 0,0047 0,5996
Fezes BC 53,22a  36,82b  49,61a 41,25b  4447b  53,94a 11,8 <0,0001 0,0006 0,7465
Fezes AC? - - - - - - 5,7 <0,0001 <0,0001 0,0321

1 Médias seguidas por letras diferentes, dentro dos fatores tecido e tamanho de particulas, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05). 2 T = efeito do
tecido; P = efeito do tamanho de particulas; T x P = interagdo entre tecido e tamanho de particulas. 3 Ver desdobramento de interagcdo na Tabela 5.
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Tabela 4 - Médias e coeficientes de variacdo dos teores de fibra em detergente acido indigestivel (% da matéria seca) para amostras

processadas em diferentes tamanhos de particulas, obtidos com sacos confeccionados com diferentes tecidos

Tecido! Particulas (mm)! Valor-P?

Material F57 Nylon TNT 1 2 3 CV(%) T P TxP

Sorgo Grédo 1,63 - 1,46 1,55 1,55 - 54,2 0,7317 0,9973 0,9813
Glaten 0,83 - 0,61 - - - 334 0,3387 - -

Polpa Citrica 3,28 - 3,00 3,05 3,24 - 12,9 0,2623 0,4433 0,1293
Farelo de Algodéo 10,49 - 10,43 10,36 10,57 - 11,1 0,9326 0,7631 0,7963
Farelo de Soja 1,40 - 1,18 1,04b  1,54a - 29,1 0,3323 0,0497 0,2874
Farelo de Trigo 7,92 - 7,52 7,10b 7,34b  8,71a 4,6 0,0516 <0,0001 0,9682
Milho Gréo 0,71a - 0,38b 0,45b 0,63a 0,56a 17,3 0,0001 0,0499 0,0527
Casca de soja 3,30 - 3,15 2,90 3,06 3,71 19,5 0,6301 0,1032 0,5354
Feno de Braquiéria 31,12 - 28,27 24,75b 28,49b 35,84a 14,0 0,1858 0,0035 0,9904
Cana de AcUcar 20,21 - 19,54 19,44 19,99 20,19 11,9 0,5752 0,8556 0,6958
Feno de Coastcross 16,90 - 15,09 16,00 14,72 17,26 15,8 0,1531 0,2569 0,7267
Palha de Milho 20,94 - 19,85 20,58 20,63 19,97 27,2 0,6866 0,9743 0,4485
Silagem de Milho 13,28 - 12,38 11,96 11,82 14,71 31,5 0,6776 0,4514 0,6583
Capim Elefante 50 dias 17,52 - 17,71 1496 1854 19,35 22,2 0,9171 0,1591 0,4607
Capim Elefante 250 dias 35,71 - 33,00 31,27 3384 37,94 12,6 0,2514 0,0836 0,7532
Fezes BC 33,23 - 30,60 27,59b 29,97b 38,20a 10,0 0,1050 0,0002 0,2277
Fezes AC 20,14 - 18,98 16,34b 21.64a 20,72a 7,4 0,1474 0,0003 0,8233

1 Médias seguidas por letras diferentes, dentro dos fatores tecido e tamanho de particulas, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05). 2 T = efeito do
tecido; P = efeito do tamanho de particulas; T x P = interagdo entre tecido e tamanho de particulas.
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O nylon, devido a disposicao geométrica regular dos feixes de sua estrutura (Figuras 1
e 2), permite a saida de particulas fibrosas em avaliacdes laboratoriais da FDN (Valente et al.,
2010). Este comportamento pode ser ampliado quando amostras s@o incubadas in situ durante
longos periodos (Casali et al., 2009), levando a subestimacéo da concentracédo de indicadores.
Desta forma, estas caracteristicas conduzem a ndo recomendacédo do nylon para avaliacédo in

situ de componentes indigestiveis.

Tabela 5 - Desdobramento do efeito de interacdo entre tecido e tamanho de particulas para 0s
teores de matéria seca indigestivel e fibra em detergente neutro indigestivel em

amostras de fezes obtidas de bovino alimentado com alto nivel de concentrado

Tecido!
Particulas (mm)t F57 Nylon TNT
Matéria seca indigestivel (% da matéria seca)

1 43,67Ba 21,77Bc 35,67Bb
2 54,37Aa 25,95ABb 50,37Aa
3 56,02Aa 31,94Ab 49,08Aa

Fibra em detergente neutro indigestivel (% da matéria seca)
1 30,83Ba 16,45Bb 30,38Ba
2 40,51Aa 19,82ABb 38,16Aa
3 40,17Aa 24,96Ab 36,42Aa

1 Médias nas linhas, seguidas por letras maitsculas diferentes, e na coluna, seguidas por letras mindsculas
diferentes, para cada indicador, sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0,05).

A estrutura superficial dos tecidos F57 (Figura 3) e TNT (Figura 4) sdo similares, com
arranjo geometrico irregular dado pela sobreposicdo de fibras em esquema nao-tecido, o que
parece atribuir porosidade inferior ao nylon (Figura 2). Contudo, a superficie do TNT nao
apresenta poros em sua totalidade, uma vez que parte da superficie é vedada por calor durante
0 processo de fabricacdo do tecido (Figura 1), o que reduziria sua superficie porosa por
unidade de area. No entanto, este fato parece ndo impedir o influxo de microrganismos para
dentro dos tecidos, como também o efluxo de material solivel, o que é completamente
desejavel (Noziere & Michalet-Doreau, 2000), uma vez que estimativas similares da

concentracdo de FDNi e FDAI foram obtidas em comparacdo ao F57 (Tabelas 3 e 4).
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x30 - 15KV 10mm
H10Z2870 Ad TIAGD-MAURA

*x30
#1028T70 TO

1z2mm

x30 1mm —_—— 13kU
#102870 NO TIAGOD/MAURA

(©)

Figura 1 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura dos tecidos F57 (a), TNT (b) e nylon (c)
(30x).

Por outro lado, por apresentarem menor porosidade em compara¢do ao nylon, os

tecidos TNT e F57 poderiam comprometer a retirada de gases oriundos da fermentagéo,
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limitando a acessibilidade microbiana e, conseqlientemente, reduzindo a degradacdo (Udén et
al., 1974). Desta forma, o acimulo de gases poderia ser utilizado como argumento para as

maiores estimativas de FDNi obtidas (Tabela 3).

~15KU  1lmm
TIAGO/HMAURA

15kU ~1Zmm
TIAGO-HAURA

100 oopm ——————— 15kU 11imm x100 200km ——— 15Ky 1lmm
#102870 N2 TIAGO-MAURA #10ZBT0 N3 TIAGD-HAURA (d)

Figura 2 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura do tecido nylon (100x) (a — tecido
“novo”; b — apos incubacdo ruminal; ¢ — apds extracdo seqiiencial com detergente

neutro; d — apds extracdo sequiencial com detergente acido).

No entanto, estas interferéncias somente podem ser consideradas significativas em
tempos curtos de incubacdo (Lindberg & Knutsson, 1981, citados por Udén & Van Soest,
1984), o que, portanto, ndo acarretaria subestimacao da degradacdo dos materiais incubados

na avaliacdo de indicadores internos quando longos tempos de incubacdo sdo utilizados
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(Casali et al., 2009). Assim, mais uma vez se corrobora a perda de particulas propiciada pelo

nylon como o principal fator de interferéncia sobre a exatidao das estimativas.

' . = AN
o Z00rm [3

x10 — x10
#102870 AO #10Z870

x100 —— 15KU 1imm x100 200 0m ———— 15KV Limm
#102870 TIABO/MAURA #102870 A3 TIAGO/MAURA

Figura 3 - Fotomicrografias eletrénicas de varredura do tecido F57 (100x) (a — tecido “novo”;
b — ap6s incubacdo ruminal; ¢ — apés extracdo sequiencial com detergente neutro; d

— apos extracdo sequencial com detergente &cido).

Foram verificados efeitos de tamanho de particulas (P<0,05) sobre oito e seis dos
materiais avaliados para FDNi e FDAI, respectivamente (Tabelas 3, 4 e 5). Os resultados
relativos & MSi ndo foram considerados na discussdo em virtude do possivel efeito de
confundimento relativo & presenca de contaminantes, como apresentado anteriormente. Em
todas as situacOes, observaram-se maiores estimativas utilizando-se particulas processadas a 3

mm em comparagdo a 1 mm (P<0,05).
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Figura 4 - Fotomicrografias eletronicas de varredura do tecido TNT (100x) (a — tecido
“novo”; b — apds incubacdo ruminal; ¢ — ap0s extracao sequiiencial com detergente

neutro; d — ap6s extracdo sequencial com detergente acido).

A utilizacdo de particulas processadas a 2 mm propiciou resultados variados, sendo,
para a FDNi, similares a 1 mm, mas inferiores a 3 mm, para farelo de trigo, feno de
braquiaria, fezes BC e fezes AC (considerando-se apenas 0s resultados obtidos com TNT e
F57); ou similares a 1 e 3 mm, assumindo posicao intermediaria na comparacdo mdaltipla, para
cana-de-acgucar e para o capim-elefante cortado aos 50 e 250 dias de rebrotacdo (Tabelas 3 e
5). Para a FDAI, os resultados obtidos a 2 mm foram similares a 1 mm, mas inferiores a 3
mm, para farelo de trigo, feno de braquiaria e fezes BC; ou similares a 3 mm, mas superiores

a 1 mm, para milho grdo e fezes AC (Tabela 4). Para o farelo de soja observou-se diferenca
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(P<0,05) entre as estimativas obtidas com os dois tamanhos de particulas avaliados (1 e 2
mm), tanto para FDNi, como para FDA..

A falta de padronizacdo dos procedimentos in situ € uma das principais limitacfes
desta técnica (Vanzant et al., 1998; Broderick & Cochran, 2000). Particulas de diferentes
tamanhos tém sido incubadas no rimen (Bowman & Firkins, 1993; Nocek & Kohn, 1988).
Moagem a 2 e 5 mm para concentrados e forragens, respectivamente, foi sugerida por Nocek
(1988), na tentativa de compensar a auséncia de ruminacgdo de alimentos incubados in situ.
Contudo, tamanhos de particulas elevados podem comprometer a acessibilidade das enzimas
microbianas (Noziere & Michaelet-Doreau, 2000), sendo os padrdes de incubagcdo a 5 mm
para forragens ndo mais recomendados (Hvelplund & Weisbjerg, 2000; NRC, 2001).

Por outro lado, a elevada variabilidade entre materiais no tocante ao efeito de tamanho
de particulas parece ser justificado pelo fato de a distribuicdo real do tamanho de particulas
ap6s moagem poder ser diferente para cada material avaliado, tanto para forragens como para
concentrados (Noziere & Michaelet-Doreau, 2000). Assim, para alguns materiais, a moagem a
1 mm pode gerar particulas de dimensdo suficientemente pequena para essas escaparem
intactas pelos poros dos tecidos, superestimado a degradacdo e, conseqientemente,
subestimando a concentracéo do residuo.

Ao que tudo indica, a moagem a 2 mm parece propiciar, resguardando-se a
heterogeneidade entre materiais, ponto de equilibrio entre o controle de perda de particulas e a
garantia de superficie especifica para agdo das enzimas microbianas. Este tamanho de
particulas constitui recomendacdo atual para a conducdo de procedimentos in situ de
avaliacdo de alimentos (Vanzant et al., 1998; Noziére & Michaelet-Doreau, 2000; NRC,
2001).

Embora as extracdes com detergentes demandem particulas de 1 mm para que haja

extracdo eficiente dos materiais sollveis em alimentos, principalmente em meio neutro, esta
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exigéncia parece nao interferir sobre a avaliacdo de residuos fibrosos obtidos apos longo
tempo de incubacdo, uma vez que ndo se espera concentracao significativa de componentes
do contetdo celular no material residual (Valente et al., 2010). Assim, a extracdo com
detergentes neutro e acido podem ser conduzidas com seguranga nos residuos oriundos de
material incubado com 2 mm.

Na avaliacdo de resisténcia a tracdo verificou-se que o tecido F57 ndo sofreu
alteracGes, observando-se valores aproximadamente estaveis ap6s todas as etapas analiticas
(Tabela 6). Isto é corroborado pela inspecdo visual da superficie do tecido, que se mostrou

estavel apds todas as etapas de avaliacdo (Figura 3).

Tabela 6 - Resisténcia a tracdo (kgf) dos sacos confeccionados com diferentes tecidos de

acordo com a situagédo experimental

Tecido
Situacdo Experimental? F57 TNT Nylon
A 30,16 35,26 24,57
B 31,47 27,38 22,36
C 32,38 29,50 19,39
D 31,72 28,02 7,89

L A =tecido “novo”; B = ap0s incubacdo ruminal; C = ap6s incubacdo ruminal e extragdo com detergente neutro;
e D = apds incubagdo ruminal e extracdo seqiiencial com detergentes neutro e &cido.

Por outro lado, o0 TNT apresentou queda na resisténcia a tracdo apds o procedimento
de incubacdo, mantendo-se numericamente estavel durante os procedimentos de extracdo com
detergentes (Tabela 6). Quando tecidos sdo incubados no rimen durante longos periodos,
mesmo que visualmente ndo se perceba nenhuma alteracdo em sua estrutura fisica (como
verificado neste estudo; Figura 4), os sacos podem sofrer diminuicdo de sua resisténcia,
porque a todo 0 momento o rimen tem movimentos de tracdo devido as contragBes ruminais
(Van Soest, 1994). O comportamento verificado para 0 TNT indica que este tecido apresenta-
se inerte ou inalterado no tocante a extracBes quimicas com detergentes, mas € sensivel ao

excesso de tensdo fisica causada pelo longo tempo de incubacdo ruminal. Esta queda de
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resisténcia durante a incubacdo no rdmen parece ndo conduzir a perdas significativas de
particulas, uma vez que propiciou resultados similares ao F57 (Tabelas 3 e 4). Contudo, isto
parece indicar que a re-utilizacdo do tecido em um segundo procedimento de incubacao
poderia levar ao aumento significativo na probabilidade de ruptura dos sacos, o que
possivelmente ndo seria observado com o F57.

O nylon apresentou menor resisténcia em comparagdo aos demais tecidos e sofreu
quedas na tensdo de ruptura a cada procedimento avaliado (Tabela 6). Isto indica que este
tecido, além de maior fragilidade, mostra-se sensivel a intempéries fisicas, quimicas e
bioldgicas, ampliando a probabilidade de rompimento durante os procedimentos analiticos.
Esta queda gradativa na resisténcia culminou com a observacao de ruptura das fibras (Figura
2) e a perda de todos 0s sacos durante a extracdo com detergente acido (Tabela 7). Resultados
similares foram encontrados por Senger et al. (2008), que afirmaram que pelo fato do nylon
ser constituido por poliamidas, o rompimento se deve a ndo resisténcia do tecido quando
somados a agdo do calor e da solucdo de detergente &cido. Isto poderia comprometer e
exatidao das estimativas e ampliar o labor dos procedimentos laboratoriais subsequentes, haja
vista a necessidade de se retirar a amostra do saco para a analise de residuos insolGveis em
detergente &cido.

Ressalta-se que a perda de sacos confeccionados com F57 e TNT foi pequena durante
os procedimentos e considerada casual, ou seja, sem nenhuma causa sistematica aparente

(Tabela 7).

Tabela 7 - Perda acumulativa de sacos ap0s 0s procedimentos sequienciais para obtencdo das

concentragdes dos indicadores

Extracéo Extracao
Incubacdo Ruminal Detergente Neutro Detergente Acido
Item F57 Nylon TNT F57 Nylon TNT F57 Nylon TNT
Sacos perdidos 3 4 1 3 11 2 3 135 3
% de perda 2,2 3,0 0,7 2,2 8,2 15 2,2 1000 22
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De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o TNT (100
g/m2) pode constituir alternativa de menor custo ao F57 em estudos para quantificacdo de
compostos fibrosos indigestiveis em alimentos. Segundo Casali et al. (2009), o TNT e o F57
apresentam, em geral, estimativas com niveis similares de exatiddo e precisdo, sendo que o
baixo custo do TNT (US$ 0,02/saco) o coloca em posicdo economicamente vantajosa em
relacdo ao F57 (US$ 2,00/saco), mesmo podendo haver reaproveitamento deste Gltimo em um

segundo procedimento de avaliagao.

Conclusotes
Os tecidos F57 (Ankom®) e tecido ndo-tecido (100 g/m?) propiciam estimativas
similares dos teores de compostos indigestiveis em alimentos e fezes bovinas. O tecido nylon
(50 um) subestima a concentracdo de compostos indigestiveis, pois propicia perda de
particulas devido a sua porosidade e baixa resisténcia fisica. Sugere-se a moagem de amostras
em peneiras com porosidade de 2 mm para procedimentos in situ de avaliagdo de compostos

indigestiveis.
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Avaliacao dos perfis de degradac¢ao ruminal de volumosos utilizando sacos
confeccionados por diferentes tecidos’

RESUMO - Obijetivou-se avaliar o perfil de degradacdo ruminal da matéria seca (MS)
e da fibra em detergente neutro (FDN) de diferentes alimentos volumosos, utilizando-se
sacos confeccionados com os tecidos nylon (50 um), F57 (Ankom®) e tecido ndo-tecido
(TNT - 100 g/m?) em procedimento de avaliacdo in situ. Foram utilizadas oito amostras
de alimentos volumosos: cana-de-agucar, silagem de milho, capim elefante cortado aos
50 e 250 dias de rebrotacdo, palha de milho, feno de capim braquiéria, feno de capim
coastcross e alfafa. Foram avaliados os seguintes tempos de incubacéo: 0, 3, 6, 12, 18,
24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 312 horas. Utilizaram-se dois sacos de
cada tecido para cada tempo de incubagéo, totalizando 768 sacos. Foram utilizados dois
novilhos Holandés x Zebu, fistulados no rimen. Observou-se diferenca para todos os
alimentos, com excecdo da cana-de-agucar para as estimativas da taxa fracional
conjunta de laténcia e degradacdo (A) para os perfis de degradacdo ruminal da MS. De
forma geral, maiores estimativas de A foram obtidas com o nylon, seguidos pelos
tecidos TNT e F57. Avaliando-se o parametro A para os perfis de degradacao de ruminal
da FDN, diferencas entre tecidos foram observadas em todos os alimentos, com maiores
estimativas obtidas com o nylon. Perfis de degradacdo ruminal da MS e da FDN néo
devem ser avaliados utilizando-se os tecidos F57 e TNT, pois estes subestimam a taxa
de degradacéo devido a limitagcdes quanto a troca de material com o ambiente ruminal.

Palavras-Chave: F57, incubacdo in situ, nylon, tecido nao-tecido

! Artigo submetido a Revista Brasileira de Zootecnia, sob o protocolo 00052-10.
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Evaluation of rumen degradation profiles of forages using bags made from
different textiles

ABSTRACT - It were evaluated the in situ degradation profiles of dry matter (DM)
and neutral detergent fiber (NDF) of different forages using bags made from nylon (50
um), F57 (Ankom®) and non-woven textile (NWT — 100 g/m?). Eight forages samples
were used: sugarcane, corn silage, elephant grass cut at 50 and 250 days of regrowth,
corn straw, signal grass hay, coastcross hay, and fresh alfafa. The samples were
incubated for 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240, and 312
hours. Two bag of each textile were used at each incubation time, totalizing 768 bags,
using two crossbred Holstein x Zebu steers fitted with ruminal canullae. There was
difference in the common rate of lag and degradation (L) of DM for all forages,
excepting sugarcane. In general, higher A estimates were obtained using nylon, followed
by NWT and F57. Concerning NDF degradation profiles, differences in A were
observed for all forages. Higher estimates were obtained using nylon. Degradation
profiles of DM and NDF must be not evaluated using F57 and NWT. These textiles
underestimate the degradation rate because there are limitations regarding exchange
between bags inside and rumen environment.

Key words: F57, in situ method, nylon, non-woven textile
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Introducéo

A avaliacdo de parametros da digestdo em ruminantes é considerada de maior
exatidao pela utilizacdo de métodos in vivo. Contudo, por questdes de custos e bem
estar animal, observa-se tendéncia de reducdo deste tipo de experimentacdo,
ocasionando aumento no interesse pelos procedimentos in vitro ou in situ (Broderick &
Cochran, 2000). Contudo, entre estas duas técnicas, os procedimentos in situ tém sido
preferidos (Marinucci et al., 1992; Vanzant et al., 1998), principalmente por serem
conduzidos no proprio ambiente ruminal, propiciando degradacdo mais eficiente quando
comparados aos sistemas in vitro (Varel & Kreikemeier, 1995). Em adicdo, sua
utilizacdo evita o acimulo de produtos finais da fermentacdo que podem afetar a
degradacéo, como ocorre muitas vezes em sistemas in vitro (Cherney et al., 1993).

Por outro lado, por intermédio da modelagem matematica dos perfis de
degradacdo dos alimentos in situ torna-se possivel a estimacdo de diferentes parametros
da dindmica ruminal, incluindo-se, entre outros, a taxa e extensdo da degradacdo, a
fracdo efetivamente degradada e o efeito de replecdo ruminal da fragéo fibrosa (Vieira
etal., 1997; Sampaio et al., 2009).

Na aplicagdo de métodos in situ, diferentes tecidos tém sido propostos como
recipientes para avaliacdes no ramen, destacando-se o nylon (50 um), o F57 (Ankom®)
e o tecido nédo-tecido (TNT, 100 g/m?). No entanto, diante da possibilidade de utilizac&o
de diferentes tecidos para avaliacdo dos perfis de degradagcdo ruminal dos alimentos,
entende-se que conhecimentos a respeito destes tecidos devam ser gerados e estudos
sobre o0s aspectos primarios de interferéncia sobre a exatidao e precisao dos resultados, e
aspectos secundarios, envolvendo custos e praticidade operacional, devem ser

considerados (Casali et al., 2009).
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Para que os tecidos utilizados em incubacdes sejam Uteis, € necessario que 0s
sacos tenham porosidade que ndo permitam a perda de particulas intactas ou néo
degradadas e, a0 mesmo tempo, tenham abertura suficiente que permita o influxo de
fluido e microrganismos e o efluxo de produtos finais do processo de degradacao,
permitindo acdo microbiana no interior dos sacos semelhante a encontrada no ambiente
ruminal (Noziére & Michalet-Doreau, 2000; @rskov, 2000). Existem relatos na
literatura que permitem evidenciar que o uso de diferentes tecidos pode afetar as
estimativas de degradacdo dos alimentos (Figroid et al., 1972; Van Hellen & Ellis,
1977; Weakley et al., 1983; Huhtanen et al., 1994).

Porém, informacgdes comparativas quanto a eficiéncia analitica dos tecidos
durante procedimentos de incubacéo in situ ainda sdo escassas (Valente et. al., 2010a),
notadamente no tocante a tecidos desenvolvidos mais recentemente, como o TNT e 0
F57.

Desta forma, objetivou-se avaliar o perfil de degradagdo ruminal in situ da
matéria seca e da fibra em detergente neutro de diferentes alimentos volumosos,
utilizando-se sacos confeccionados com os tecidos nylon (50 um), F57 (Ankom®) e

tecido ndo-tecido (TNT — 100 g/m?).

Material e Métodos
O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa-MG.
Foram utilizadas amostras de oito alimentos volumosos: cana-de-agucar in
natura, silagem de milho, capim elefante in natura cortado aos 50 e 250 dias de
rebrotacdo, palha de milho, feno de capim braquiéria, feno de capim coastcross e alfafa

in natura. Todas as amostras foram colhidas no municipio de Vigosa-MG.

71



As amostras Umidas foram secas em estufa com ventilacdo forcada (60°C) e,
posteriormente, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de facas
com peneiras com malhas de 1 e 2 mm.

As avaliacOes quimicas das amostras foram feitas com amostras processadas a 1
mm, sendo os teores de matéria seca (MS), matéria organica e proteina bruta avaliados
segundo Silva & Queiroz (2002). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram
avaliados utilizando-se as formulagdes de detergente recomendadas por Mertens (2002),
utilizando-se analisador de fibras (Ankom?’®). Nas analises de FDN utilizou-se o-
amilase termoestavel, omitindo-se o uso de sulfito de sddio. Nenhum procedimento para
correcdo quanto aos compostos nitrogenados e cinzas insollveis em detergente neutro

foi conduzido (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicao quimica dos alimentos

Item?

Alimento MS (%)> MO (%)®  PB(%)® FDN (%)
Cana-de-acucar 22,28 96,33 2,90 60,41
Silagem de milho 30,97 93,06 4,49 57,79
Capim elefante (50 dias) 13,55 92,17 9,07 74,35
Capim elefante (250 dias) 22,54 93,54 7,20 85,34
Palha de milho 90,43 98,50 1,88 90,80
Feno de capim braquiaria 90,54 96,59 3,71 86,29
Feno de coastcross 89,96 94,41 11,43 83,93
Alfafa 25,31 90,70 21,96 49,50

1 MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro. 2 %
da matéria natural. 3 % da matéria seca.

Para avaliacdo dos perfis de degradacdo da MS e da FDN foram confeccionados
sacos de dimensdo 4 x 5 cm com os tecidos nylon (50 um) e tecido ndo-tecido (TNT -
100 g/m?). O material moido (2 mm) foi adicionado nos sacos previamente
confeccionados e nos sacos F57 (Ankom®). Utilizou-se a relacdo de 20 mg de MS/cm?

de superficie (Nocek, 1988). Em todos os procedimentos experimentais, apds o
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acondicionamento das amostras, 0s sacos foram selados por calor. Foram avaliados os
seguintes tempos de incubacéo: 0, 3, 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216,
240 e 312 horas. Utilizaram-se dois sacos de cada tecido para cada tempo de incubagéo
e para cada alimento, totalizando 768 sacos.

Foram utilizados dois novilhos Holandés x Zebu, fistulados no rdmen e
alimentados com dieta mista (relagdo volumoso:concentrado de 80:20, com base na
MS), sendo um saco de cada material para cada tempo e cada alimento incubado no
ramen de cada animal. Os sacos foram dispostos no rimen em ordem reversa quanto ao
tempo de incubacdo, de modo que sua retirada ocorresse simultaneamente. Apds a
retirada do rimen, os sacos foram lavados com &gua corrente até total clareamento desta
e imediatamente transferidos para estufa de ventilagdo forcada (60°C), onde foram
mantidos por 72 horas. Sequencialmente, os sacos foram secos em estufa ndo ventilada
(105°C/45 minutos), acondicionados em dessecador (20 sacos/dessecador) e pesados
(Detmann et al., 2001) para obtencéo da MS nédo degradada.

Os procedimentos de andlise dos teores de FDN foram conduzidos em aparelho
analisador de fibras (Ankom**®). Ao término do tempo de extracdo com detergente
neutro (100°C/1 hora) os sacos foram lavados sequencialmente com &gua quente e
acetona, secos e pesados conforme o procedimento descrito anteriormente, obtendo-se
os teores de FDN néo degradada.

Anteriormente aos procedimentos de incubagdo os sacos foram lavados com
detergente neutro em ebulicdo, dgua quente e acetona, secos e pesados, como descrito
anteriormente, para que se obtivessem as taras.

As fracOes degradadas da MS em funcdo do tempo de incubacdo foram
interpretadas para cada tecido e cada alimento por intermédio de modelo logistico ndo

linear, adaptando-se as proposicoes de Van Milgen et al. (1991):

73



D, = A+ Bx[1-(1+ A xt)xexp(-4 xt)] Q);
em que: D; = fragdo degradada da MS no tempo t (%); A = fracdo sollvel (%); B =
fracdo insolluvel potencialmente degradavel (%); e A = taxa fracional conjunta de
|laténcia e degradacdo (h™).

De forma similar, os residuos ndo degradados da FDN foram submetidos ao

ajustamento do modelo logistico ndo linear descrito por Van Milgen et al. (1991):
R, =Bx(l+Axt)xexp(-4Axt)+1 (2);
em que: R; = residuo ndo degradado de FDN no tempo t (%); B = fracdo potencialmente
degradavel (%); | = fracdo indegradavel (%); e A = taxa fracional conjunta de laténcia e
degradacdo (h™).

A comparagéo entre tecidos foi realizada independente para cada volumoso por
intermédio da distribuicdo de y2 segundo o teste de identidade de modelos ndo-lineares
proposto por Regazzi (2003). Os testes foram conduzidos individualmente para cada
parametro dos modelos descritos pelas Equacdes (1) e (2). Neste caso, duas avaliagdes
distintas foram conduzidas. No primeiro caso, avaliou-se a diferenca entre todos os
tecidos. No segundo caso, procedeu-se a comparacao entre os tecidos F57 e TNT.

Para avaliacdo da perda de particulas fibrosas, os residuos ndo degradados de
FDN foram convertidos em fracdes degradadas, as quais foram avaliadas por intermédio
da reciproca do modelo descrito em (2), a qual corresponde a Equacédo (1). Neste caso,
estimaram-se os limites do intervalo de confianca assintético (1-a = 0,95) para a fracéo
A (Equacéo 1). A perda de particulas fibrosas foi considerada néo significativa (P>0,05)
quando o valor paramétrico 0 (zero) encontrava-se contido no intervalo de confianca
gerado.

Os tempos criticos para se atingir a assintota foram estimados por intermédio da

proposicdo de Casali et al. (2008), sendo obtidos iterativamente quando a fragdo
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degradada da MS e o residuo ndo degradado da FDN se tornavam equivalente a (Figura

1):
Dc=A+LIB (3);
Rc = LSB (4);

em que: Dc = fracdo degradada da MS equivalente ao ponto de intersecdo entre o perfil
ajustado e o limite inferior do intervalo de confianca assintotico da fracdao insollvel
potencialmente degradavel da MS somado a fracdo soltvel (%); A = fracdo sollvel da
MS (%); LIB = limite inferior do intervalo de confianca assintético (1-a = 0,95) da
fracdo insoluvel potencialmente degradavel da MS (%); Rc = fracdo ndo degradada da
FDN equivalente ao ponto de intersecdo entre o perfil ajustado e o limite superior do
intervalo de confianca assintético da fracdo potencialmente degradavel da FDN (%); e
LSB = limite superior do intervalo de confianca assintotico (1-a = 0,95) da fracdo
potencialmente degradavel da FDN (%).

Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do
programa SAS (Statistical Analysis System) utilizando-se 0,05 como nivel critico de

probabilidade assintdtica para o erro tipo I.

Resultados e Discusséo
Avaliando-se comparativamente todos os tecidos, verificou-se diferenca na
fracdo soluvel da MS (P>0,05) apenas para a silagem e a palha de milho (Tabela 2),
com maiores estimativas obtidas com o nylon (Tabela 3). Em adi¢éo, diferencas entre
tecidos quanto a fracdo insoltvel potencialmente degradavel da MS foram verificadas
(P<0,05) para cana-de-acUcar, feno de capim braquiéria e alfafa (Tabela 2); obtendo-se
menores estimativas com o uso do F57 (Tabela 3). Para as estimativas do parametro A,

observou-se diferenca para todos os alimentos (P<0,05), com exce¢do da cana-de-
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acucar (P>0,05). De forma geral, maiores estimativas de A foram obtidas com o nylon

(Tabela 3; Figura 2).
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Figura 1 - Exemplo de perfil de degradacdo ruminal da matéria seca e da fibra em
detergente neutro em fungdo do tempo (As linhas tracejadas indicam os
limites dos intervalos de confianga assintéticos; tc = tempo critico para se

atingir a assintota com indice de confianca assintético 1 - o).
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Os tecidos F57 e TNT apresentam estruturas fisicas similares, sendo ambos
produzidos por processos que ndo envolvem tecelagem (Casali et al., 2009; Valente et
al., 2010a). De forma recente, tem-se proposto o uso do TNT em substituicdo ao F57
nos processos de andlise de fibras em laboratério e na avaliacdo da concentracdo de
compostos indigestiveis em alimentos e fezes de bovinos devido ao seu menor custo
(Valente et al., 2010a, b). Assim, diante destas perspectivas, processo de comparacao

envolvendo somente estes dois tecidos foi conduzido.

Tabela 2 - Niveis descritivos de probabilidade para o erro tipo | associado a comparagao

entre tecidos quanto aos parametros da dindmica de degradacdo da matéria

seca
Parametro Testado?
Alimento? A B A
Comparacao entre todos os tecidos
CA 0,2377 0,0130 0,2526
SM 0,0011 0,4340 0,0325
CE50 0,0539 0,0935 <0,0001
CE250 0,1275 0,1389 0,0008
PM 0,0413 0,5772 0,0258
FB 0,1209 0,0115 0,0019
FC 0,8494 0,3266 <0,0001
ALF 0,8415 0,0018 <0,0001
Comparacdo entre TNT e F57
CA 0,5174 0,0210 0,6969
SM 0,5114 0,2199 0,2896
CE50 0,0273 0,5846 0,3623
CE250 0,1945 0,0406 0,2022
PM 0,5421 0,3218 0,2137
FB 0,1346 0,1358 >0,9999
FC 0,7007 0,3890 0,0010
ALF 0,8963 0,0187 0,0039

1 CA = cana de agUcar in natura; SM = silagem de milho; CE50 = capim elefante in natura cortado aos 50
dias de rebrotagdo; CE250 = capim elefante in natura cortado aos 250 dias de rebrotagdo; PM = palha de
milho; FB = feno de capim braquiaria; FC = feno de capim coastcross e ALF = alfafa in natura. 2 A =
fracdo soluvel (%); B = fracdo insolivel potencialmente degradavel; A = taxa comum de laténcia e
degradacéo (h™).
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Diferenca entre os tecidos F57 e TNT quanto a fracdo solivel da MS foi
observada (P<0,05) somente para o capim elefante com 50 dias de rebrotacdo (Tabela
2), com maior estimativa verificada para o TNT (Tabela 3). Maiores estimativas da
fracdo insoluvel potencialmente degradavel (P<0,05) foram verificadas com o uso do
TNT para a cana-de-acgucar, capim elefante com 250 dias de rebrotagéo e alfafa (Tabela
3). Quanto ao parametro A, menores estimativas (P<0,05) foram verificadas com o uso
do F57 para o feno de coastcross e para a alfafa, ndo havendo diferenca (P>0,05) para

o0s demais alimentos (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros de degradacdo da matéria seca para os diferentes alimentos

Alimento!

Item? CA SM CES0 CE250 PM FB FC ALF

Nylon

A 2255 3392 16,37 13,33 1353 1442 1125 26,76

B 41,26 5168 5695 3554 68,23 51,70 58,22 39,17

A 0,0392 10,0284 10,0520 0,0296 0,0223 0,0323 0,0575 0,1187
DPA 3,70 4,76 4,01 3,41 8,15 3,73 2,71 1,78
LIB 37,90 47,19 5319 32,37 59,64 4828 5563 36,23

tc 105,8  143,2 84,7 136,2 1614  136,3 84,9 35,9

F57

A 1897 2486 13,51 10,46 6,14 10,48 10,33 25,85

B 3453 48,14 50,33 32,16 66,28 41,39 5440 31,47

A 0,0316 0,0173 0,0210 0,0164 0,0134 0,0196 0,0190 0,0581
DPA 3,96 5,06 4,22 2,12 5,32 3,58 3,57 3,46
LIB 30,89 41,41 4567 29,14 56,14 37,20 50,10 28,15

tc 121,0  200,2  189,8 2420 2498 1976  220,2 65,8

TNT

A 20,33 26,49 18,63 12,13 7,64 13,62 10,99 25,56

B 40,55 54,26 5222 37,99 73,18 47,13 56,78 37,04

A 0,0291 0,0215 10,0242 0,0200 0,0164 0,0197 0,0277 0,0952
DPA 4,30 6,07 7,69 3,55 6,44 5,50 3,96 3,39
LIB 36,53 47,42 46,76 3391 64,00 40,73 53,03 33,43

tc 1340 1673 1584  190,0 219,7 177,7 161,2 40,9

1 CA = cana de agUcar in natura; SM = silagem de milho; CE50 = capim elefante in natura cortado aos 50
dias de rebrotagdo; CE250 = capim elefante in natura cortado aos 250 dias de rebrotagdo; PM = palha de
milho; FB = feno de capim braquiaria; FC = feno de capim coastcross e ALF = alfafa in natura. A =
fracdo soluvel (%); B = fracdo insolivel potencialmente degradavel; A = taxa comum de laténcia e
degradacdo (h™); DPA = desvio-padrdo assintético; LIB = limite inferior do intervalo de confianca
assintético de B (1-a. = 0,95); tc = tempo critico para se alcancar a assintota (P>0,05).
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Os residuos nao degradados de MS podem apresentar variabilidades inerentes ao
processo, mas ndo associadas a degradacdo ruminal em si. Estas se manifestam por
falhas na padronizacdo no processo de lavagem (Cherney et. al., 1990; Vanzant, et al.,
1998) ou pela presenca de contaminantes microbianos (Huhtanen et al., 1994; Casali et
al., 2009) que podem ocorrer de forma diferenciada entre duplicatas (Sampaio et al.,
2010). Assim, a comparacao entre perfis de degradacdo da MS obtidos por diferentes
tecidos pode apresentar precisao reduzida em funcdo de fatores externos. Contudo, na
avaliacdo dos perfis de degradacdo da FDN espera-se que estes fatores sejam
eliminados, uma vez que a extracdo com detergente anidnico é capaz de eliminar os
residuos contaminantes, como debris microbianos (Van Soest, 1994). Logo, melhor
entendimento dos efeitos do uso de diferentes tecidos para avaliacdo da degradacéo
ruminal da MS pode ser obtido avaliando-se concomitantemente os perfis de

degradacéo da FDN.

0,06 -
0,05 A

0,04 -
H Nylon
£ 0,03 O F57

T B TNT

0,02 - T

0,01 A

0,00 -
MS FDN

Figura 2 - Estimativas médias da taxa comum de laténcia e degradacdo (1) da matéria
seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN) em funcdo dos diferentes

tecidos.
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Considerando-se todos os tecidos, diferencas quanto a fracdo B da FDN (fracéo
potencialmente degradavel) foram observadas (P<0,05) para a cana-de-acUcar, para 0
capim-elefante cortado aos 50 dias de rebrotacdo e para a alfafa (Tabela 4), com
maiores estimativas obtidas com o nylon (Tabela 5). No tocante a fracdo | da FDN
(fracdo indegradavel), observou-se diferenca entre tecidos (P<0,05) para 0s mesmos
alimentos citados anteriormente, acrescendo-se a feno de capim braquiaria e o feno de
coastcross (Tabela 4). Em todos estes, menores estimativas foram verificadas para o
nylon (Tabela 5). Avaliando-se o parametro 2, diferengas entre tecidos foram
observadas (P<0,05) em todos os alimentos (Tabela 4). Em média, maiores estimativas
foram obtidas com o nylon (Tabela 5; Figura 2).

Nenhuma diferenca (P>0,05) quanto as fracdes B e | da FDN foi verificada entre
F57 e TNT (Tabela 4). Isto conduz a inferéncia de que as diferencas entre fracdes
devem ser atribuidas somente a peculiaridades do nylon em relagdo aos tecidos
produzidos por processo de nao tecelagem.

Por outro lado, diferencas quanto as estimativas do parametro A foram
verificadas (P<0,05) entre TNT e F57 para silagem de milho, capim elefante cortado aos
250 dias de rebrotacdo, feno de coastcross e alfafa (Tabela 4). Em todos os casos,
maiores estimativas foram obtidas com o TNT (Tabela 5; Figura 2).

A avaliacdo da fragdo A da FDN apresenta interpretacdo diferenciada em relacéo
a MS, pois, sendo a FDN insolivel em meios neutros como o ramen, ndo ha fragdo
verdadeiramente solivel (Detmann, 2010). Logo, a verificacdo desta fracdo por
intermédio da reciproca do modelo usado para interpretacdo da degradacdo da FDN
(Equacéo 1) deve ser entendida como perda de particulas fibrosas insollveis através dos

poros do tecido.
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Tabela 4 - Niveis descritivos de probabilidade para o erro tipo | associado a comparagédo
entre tecidos quanto aos parametros da dinamica de degradacao da fibra em

detergente neutro

Parametro Testado

Alimento B I A
Comparacao entre todos os tecidos
CA 0,0390 0,0012 0,0189
SM 0,8504 0,8847 <0,0001
CE50 0,0339 0,0223 <0,0001
CE250 0,4473 0,1940 <0,0001
PM 0,5132 0,6791 <0,0001
FB 0,1349 0,0144 0,0005
FC 0,2815 0,0406 0,0001
ALF 0,0116 <0,0001 <0,0001
Comparacdo entre TNT e F57

CA 0,1316 0,0538 0,8289
SM 0,9045 0,9609 0,0214
CES50 >0,9999 0,1937 0,2393
CE250 0,1938 0,1292 0,0010
PM 0,4591 0,3740 0,1395
FB 0,3935 0,1356 0,8018
FC 0,6350 0,3405 0,0011
ALF >(,9999 0,4236 <0,0001

1 CA = cana de agUcar in natura; SM = silagem de milho; CE50 = capim elefante in natura cortado aos 50
dias de rebrotagdo; CE250 = capim elefante in natura cortado aos 250 dias de rebrotagdo; PM = palha de
milho; FB = feno de capim braquiaria; FC = feno de capim coastcross e ALF = alfafa in natura. 2 B =
fracdo potencialmente degradavel; | = fragdo indegradavel (%); A = taxa comum de laténcia e degradacéo

(D).

Todos os tecidos apresentaram perda de particulas fibrosas, excecdes feitas ao
capim elefante colhido aos 50 dias de rebrotagdo (P>0,05) quando utilizado o F57; a
silagem de milho (P>0,05), quando utilizados os tecidos F57 e TNT; e a alfafa, que nédo
apresentou perda de particulas fibrosas (P>0,05) para nenhum dos trés tecidos avaliados
(Tabela 5).

Uma das principais limitagdes com o uso de tecidos para analise de residuos
fibrosos insoluveis reside sobre a possibilidade de perda de particulas (Hvelpund &
Weisbjerg, 2000; Casali et al., 2009; Valente et al. 2010a). Neste contexto, na
preparacdo das amostras para incubacdo deve se visar tamanho de particulas que

represente ponto de equilibrio entre o controle de perda de particulas e a garantia de
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superficie especifica adequada para acdo das enzimas microbianas (Valente et al.,

2010a).

Tabela 5 - Parametros de degradacdo da fibra em detergente neutro para os diferentes

alimentos
Alimento?
Item? CA SM CE50 CE250 PM FB FC ALF
Nylon

B 52,07 76,97 70,09 4134 7394 59,75 66,14 41,73
I 39,41 16,62 26,58 52,94 16,73 32,09 28,66 57,00
A 0,0417 0,0258 0,0523 0,0285 0,0287 0,0317 0,0602 0,0941
DPA 3,72 6,13 3,85 3,61 6,34 3,81 2,52 2,12
LSl 4168 21,72 28,73 5550 2154 34,73 30,02 58,09
A 8,51 6,42 3,33 5,72 9,33 8,24 5,19 1,26
LSA 11,38 10,64 6,52 8,26 13,80 11,01 7,37 3,34
LIA 5,63 2,20 0,14 3,18 4,87 5,48 3,01 -0,82
tc 117,7 170,6 101,9 157,4 1541 154,4 96,4 58,7
F57
4411 80,45 62,19 37,51 73,87 51,86 62,14 3561
50,53 19,37 3585 59,47 22,15 4433 33,98 63,56
0,0264 0,0109 0,0191 0,0147 0,0129 0,0181 0,0201 0,0303
DPA 5,20 5,55 4,52 2,97 5,90 3,98 3,74 3,23
LSI 54,77 3549 4109 6453 3465 4931 38,06 65,92
A 5,36 0,18 1,96 3,01 3,98 3,80 3,89 0,82
LSA 8,96 3,55 4,91 4,88 7,64 6,38 6,35 3,12
LIA 1,76 -3,20 -1,00 1,14 0,32 1,22 1,42 -1,47
tc 149,2 2745 2149  209,2 249,3  217,7 219,5 145,2
TNT
B 49,33 79,37 62,36 41,78 79,38 55,93 63,52 35,75
I 43,99 18,84 30,40 54,19 1522 36,85 31,36 62,14
A 0,0277 0,0162 0,0227 0,0246 0,0162 0,0189 0,0289 0,0730
DPA 5,34 7,26 6,46 3,50 6,35 6,69 4,53 4,36
LSI 48,17 29,49 36,50 57,24 2453 44,70 34,78 64,36
A 6,68 1,78 7,24 4,02 5,40 7,72 5,12 2,12
LSA 10,42 6,41 11,59 6,42 9,45 11,59 8,32 6,05
LIA 2,95 -2,84 2,89 1,63 1,35 2,85 1,93 -1,82
tc 1479  217,1 172,6 1740  227,7 183,0 161,0 61,4

> — m@

L CA = cana de agUcar in natura; SM = silagem de milho; CE50 = capim elefante in natura cortado aos 50
dias de rebrotacdo; CE250 = capim elefante in natura cortado aos 250 dias de rebrotacdo; PM = palha de
milho; FB = feno de capim braquiaria; FC = feno de capim coastcross e ALF = alfafa in natura. 2 B =
fracdo potencialmente degradavel; | = fracdo indegradavel (%); A = taxa comum de laténcia e degradacdo
(h™); DPA = desvio-padréo assintotico; LSI = limite superior do intervalo de confianca assintético de |
(1-a = 0,95); A = perda de particulas fibrosas (%); LSA = limite superior do intervalo de confianca
assintético de A (1-a = 0,95); LIA = limite inferior do intervalo de confianca assintdtico de A (1-a =
0,95); tc = tempo critico para se alcancar a assintota (P>0,05).
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Embora o tamanho de particulas utilizado neste trabalho constitua aquele
atualmente recomendado para a conducdo de procedimentos in situ de avaliagdo de
alimentos (Vanzant et al., 1998; Noziere & Michaelet-Doreau, 2000; NRC, 2001), a
distribuicdo real do tamanho de particulas apds moagem pode ser diferente para cada
material avaliado, tanto para forragens como para concentrados (Noziére & Michaelet-
Doreau, 2000). Assim, para alguns materiais, a moagem a 2 mm pode gerar particulas
de dimensédo suficientemente pequena para essas escaparem intactas pelos poros dos
tecidos, justificando-se a variabilidade entre alimentos quanto & perda de particulas
fibrosas (Tabela 5).

Embora em somente dois alimentos tenha sido observada diferenca entre tecidos
quanto a fracdo soluvel da MS (Tabela 2), a avaliacdo da perda de particulas fibrosas
evidenciou que estas sdo mais proeminentes com o uso do nylon (Figura 3). Este
comportamento parece ser a causa, a0 menos parcialmente, das menores estimativas da
fracdo potencialmente degradavel da FDN com o uso do nylon (Figura 3), podendo ter
refletido diretamente sobre as estimativas das fracbes da MS (Tabelas 2 e 3). A
porosidade mais ampla do nylon em relacdo ao TNT e ao F57 tem sido considerada
causa desta maior perda (Casali et al., 2009; Valente et al., 2010a).

Contudo, apesar das diferencas entre as fracGes, a maior diferenca entre os perfis
de degradacdo obtidos pelos diferentes tecidos deve ser atribuida a taxa de degradacéo
(Tabelas 2, 3, 4 e 5; Figura 2).

O tempo critico para se atingir a assintota foi proposto por Casali et al (2009)
como aproximacdo probabilistica para se obter a concentracdo das fracdes indigestiveis
por intermédio de um Unico tempo de incubacgdo, principalmente para serem utilizadas

como indicadores internos.
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Figura 3 - Estimativas médias da perda de particulas fibrosas (A - % da FDN) e da
fracdo indegradavel da FDN (I - % da FDN) em funcdo dos diferentes

tecidos.

Em primeira instancia, como o nylon ndo € recomendado para este tipo de
procedimento (Casali et al., 2009; Valente et al., 2009a), devido a sua maior perda de
particulas fibrosas (Figura 3), comparac@es diretas visando-se aplicacdo a quantificacdo
de compostos indigestiveis deve ser feita entre 0 F57 e o TNT. Os tempos criticos
médios para o F57 formam superiores aqueles obtidos com o TNT (Figura 4).
Considerando-se 0s tempos maximos observados, tem-se, para a MS 249,8 e 219,7
horas, e para a FDN 274,5 e 227,7 horas, considerando-se F57 e TNT, respectivamente
(Tabelas 3 e 5). Os tempos criticos maximos obtidos para 0 TNT encontram-se de
acordo com proposicdes de Casali et al. (2008), que recomendaram 240 horas de
incubacdo ruminal para se estimar a fracdo indigestivel da MS e da FDN utilizando-se
sacos de TNT. Contudo, pelos resultados aqui obtidos, esta recomendagdo ndo parece
valida com a utilizacdo do F57. Considerando-se o tempo critico maximo obtido para a

FDN (274,5 horas) e adotando-se multiplos de 24 horas, seriam necessarias 288 horas
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para se obter estimativa confiavel da concentracdo de compostos indigestiveis,

notadamente da fracéo indigestivel da FDN, quando utilizados sacos F57.
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Figura 4 - Estimativas médias do tempo critico para se atingir a assintota da matéria
seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN) em func¢éo dos diferentes

tecidos (para detalhes sobre os parametros consultar as Equacdes 3 e 4).

Em segunda instancia, 0s maiores tempos criticos obtidos para os tecidos F57 e
TNT em relacdo ao nylon (Figura 4) sdo reflexos diretos das menores taxas de
degradacdo (Figura 2). Inicialmente, as maiores taxas de degradacdo com o nylon
poderiam ser atribuidas a perda de particulas nos tempos iniciais da incubacao.
Contudo, devido a pequena diferenca entre tecidos quanto a perda de particulas fibrosas
(Figura 3), torna-se pouco provavel que isto possa ser considerada a Unica ou a principal
causa das diferencas na taxa de degradacéo.

A estrutura de porosidade do TNT e do F57 é ndo regular, construida pela
disposicao de fibras em processo que ndo envolve tecelagem. Isto atribui a estes tecidos
porosidades inferiores ao nylon (Casali et al., 2009; Valente et al., 2010a). Tecidos de

baixa porosidade podem comprometer a retirada de gases oriundos da fermentacao,
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limitando a acessibilidade microbiana e, conseqlientemente, reduzindo a degradacéo,
principalmente nos tempos iniciais de incubacéo (Uden et al., 1974; Udén & Van Soest,
1984), o que, obviamente, incorreria em menores taxa de degradacdo, como observado

neste trabalho (Figura 5).
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Figura 5 - Perfil de degradacdo da matéria seca e da fibra em detergente neutro do feno
de coastcross em funcdo dos diferentes tecidos (para detalhes sobre os

parametros consultar as Tabelas 3 e 5).
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Uma das caracteristicas desejadas de um tecido para a avaliacdo da degradacéo
no ambiente ruminal é de que este permita o influxo de fluido ruminal e
microrganismos para dentro dos sacos e propicie o efluxo de material degradado
(Varvikko & Vanhatalo, 1990; Noziére & Michalet-Doreau, 2000). Problemas quanto a
esta caracteristica podem afetar a inclinacdo das curvas de degradacdo (Nocek, 1988),
como observado neste estudo (Figura 5). A redugdo na porosidade dos sacos pode
acarretar reducdo na entrada de microrganismos (Lindberg et al., 1984) e acentuar as
diferencas entre as populac@es do interior e do exterior dos sacos (Noziére & Michalet-
Doreau, 2000).

A despeito das diferencas em relacdo ao nylon, diferencas de menor amplitude
foram observadas entre 0 TNT e o F57 quanto a taxa de degradacdo (Tabelas 2 e 4),
verificando-se, em média, maiores estimativas para o TNT (Figura 2), o que conferiu,
indiretamente, menores tempos criticos a este tecido (Figura 4). Quando incubado no
ambiente ruminal, o TNT apresenta perda de resisténcia fisica, 0 que ndo ocorre com 0
F57 (Valente et al., 2010a). Assim, esta perda de resisténcia pode tornar o TNT mais
susceptivel as trocas com o ambiente ruminal em relacdo ao F57, garantindo maiores
taxas de degradacdo, embora ainda inferiores ao nylon (Figura 5). Por outro lado, os
maiores tempos criticos obtidos em relacdo ao TNT podem indicar que os perfis de
degradacéo obtidos com o F57 podem né&o estar totalmente estabilizados, mesmo com
os altos tempos utilizados neste estudo (Figura 5).

As taxas de degradacdo (representadas pelo parametro A) foram, em algumas
situagdes, extremamente baixas com o uso do TNT e do F57 (e.g. capim elefante
colhido aos 50 dias de rebrotacdo), colocando-as em patamares proximos da incoeréncia

bioldgica (Tabelas 3 e 5). Correcbes no perfil de degradagdo quanto a perdas de
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particulas sdo passiveis de serem realizadas (Noziere & Michalet-Doreau, 2000).
Contudo, corre¢des quanto a subestimacao da taxa de degradacdo nao sdo possiveis.

Assim, associando-se este comportamento ao fato do nylon representar o tecido
padrdo para procedimentos de estimacdo de parametros da dindmica de degradacgédo
ruminal (Hvelplund & Weisbjerg, 2000; NRC, 2001), ndo se recomenda a utilizacdo dos
tecidos F57 e TNT com esta finalidade.

Estudos nos quais os parametros da dinamica de degradacdo da MS e da FDN
sejam estimados em conjunto com coeficientes de digestibilidade ruminal sdo sugeridos

para que seja atribuida maior exatiddo a comparacao entre tecidos.

Conclusdes
Perfis de degradacdo ruminal da matéria seca e da fibra em detergente neutro
ndo devem ser estimados pela utilizagdo dos tecidos F57 e tecido ndo-tecido (TNT, 100
g/m?), pois existem limitagdes quanto & troca de material com o ambiente ruminal, o que
subestima a taxa de degradagdo. Para quantificacdo da fracdo indigestivel, com um
Unico tempo de incubacdo, a permanéncia minima de 240 e 288 horas no ambiente

ruminal é sugerida para o TNT e para o F57, respectivamente.
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