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Resumo

A andlise dos alimentos constitui um dos principais fatores observados na nutricdo animal. A forma mais eficiente de
identificacdo do teor de nutrientes dos alimentos, é através da composicdo quimica e valor nutritivo. Na quantificacdo
analitica do valor nutritivo dos alimentos, os principais parametros utilizados sdo: matéria seca (MS), métodos de
secagem em estufa, forno de micro-ondas e destilagdo com tolueno (silagens); matéria mineral (MM), método da
incineracdo em altas temperaturas em mufla; proteina bruta (PB) ou nitrogénio total (N), método Dumas, Linder,
Nessler, e Kjeldahl (padréo); fibra detergente neutro (FDN) e fibra detergente acido (FDA), método Van Soest, com
adaptacdes de equipamentos; lignina, método hidrélise acida (padrdo), com permanganato de potassio, Klason, e
lignina solivel em brometo de acetila; e digestibilidade, métodos in vivo, in situ, in vitro, e marcadores de
digestibilidade. No entanto, estes podem ser onerosos, caros e demandar bastante tempo. Como método alternativo e
indireto, tem-se a espectrometria de reflectancia no infravermelho préximo (NIRS), que possui vantagens com custos,
rapidez, usa um pequeno numero de amostras e amostragem ndo destrutiva, é multiparamétrico, e ndo poluente.
Considerando as diversas varidveis que podem ser utilizadas para determinacdo do valor nutritivo dos alimentos para
ruminantes e a gama dos métodos analiticos disponiveis na literatura, cabe ao observador adotar aquele que melhor
convém ao objetivo proposto, levando em considera¢do o tipo de alimento, custo, disponibilidade de reagentes,
materiais, equipamentos, e animais a disposi¢do. A metodologia adotada foi um estudo descritivo, resultando em uma
revisdo bibliografica embasada em artigos cientificos mundiais.

Palavras-chave: Alimentacdo; Digestibilidade; Metodologia; Van Soet.

Abstract

Feed analysis is one of the main factors observed in animal nutrition. The most efficient way to identify the nutrient
content of foods is through the chemical composition and nutritive value. In the analytical quantification of the
nutritive value of foods, the main parameters used are: dry matter (DM), oven drying, microwave oven, and toluene
distillation methods (silages); mineral matter (MM), high temperature muffle incineration method; crude protein (CP)
or total nitrogen (N), Dumas, Linder, Nessler, and Kjeldahl methods (standard); neutral detergent fiber (NDF) and
acid detergent fiber (ADF), Van Soest method, with equipment adaptations; lignin, acid hydrolysis method (standard),
with potassium permanganate, Klason, and acetyl bromide soluble lignin; and digestibility, in vivo, in situ, in vitro
methods, and digestibility markers. However, these can be costly, expensive and time consuming. As an alternative
and indirect method, there is the near infrared reflectance spectrometry (NIRS), which has advantages with costs,
speed, uses a small number of samples and non-destructive sampling, is multiparametric, and non-polluting.
Considering the many variables that can be used to determine the nutritive value of ruminant feed and the range of
analytical methods available in the literature, it is up to the observer to adopt the one that best suits the proposed
objective, taking into account the type of feed, cost, availability of reagents, materials, equipment, and animals at
disposal. The methodology adopted was a descriptive study, resulting in a literature review based on worldwide
scientific articles.

Keywords: Feeding; Digestibility; Methodology; Van Soet.

Resumen

El andlisis de los piensos es uno de los principales factores observados en la nutricion animal. La forma mas eficaz de
identificar el contenido en nutrientes de los alimentos es a través de la composicion quimica y el valor nutritivo. En la
cuantificacién analitica del valor nutritivo de los alimentos, los principales pardmetros utilizados son: materia seca
(MS), métodos de secado al horno, horno microondas y destilacion con tolueno (ensilajes); materia mineral (MM),
método de incineracion a altas temperaturas en horno de mufla; proteina bruta (PB) o nitrogeno total (N), métodos
Dumas, Linder, Nessler y Kjeldahl (estandar); fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente &cida (FDA), método
Van Soest, con adaptaciones del equipo; lignina, método de hidrolisis acida (estandar), con permanganato potasico,
Klason, y lignina soluble en bromuro de acetilo; y digestibilidad, métodos in vivo, in situ, in vitro, y marcadores de
digestibilidad. Sin embargo, estos pueden ser costosos, caros y llevar mucho tiempo. Como método alternativo e
indirecto, existe la espectrometria de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS), que presenta ventajas en cuanto a
costes, rapidez, utiliza un nimero reducido de muestras y un muestreo no destructivo, es multiparamétrica y no
contaminante. Teniendo en cuenta las diversas variables que pueden utilizarse para determinar el valor nutritivo de los
alimentos para rumiantes y la gama de métodos analiticos disponibles en la literatura, corresponde al observador
adoptar el que mejor se adapte al objetivo propuesto, teniendo en cuenta el tipo de alimento, el coste, la disponibilidad
de reactivos, los materiales, el equipo y los animales de que dispone. La metodologia adoptada fue un estudio
descriptivo, que dio lugar a una revision bibliogréfica basada en articulos cientificos de todo el mundo.

Palabras clave: Alimentacién; Digestibilidad; Metodologia; Van Soet.
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1. Introducéo

A andlise de alimentos constitui area relevante no ensino das ciéncias que estudam os alimentos, pois fornece
ferramentas e subsidios para varios segmentos do controle de qualidade, do processamento e do armazenamento dos alimentos
processados, sendo um dos principais pontos a serem observados na nutricdo animal (Detmann et al., 2012).

O conhecimento do valor nutritivo de um determinado alimento utilizado na nutrigdo animal, além de ser a forma
mais eficiente de identificarmos o teor de nutrientes, € também condicao basica para a adogéo de praticas de manejo que visam
aumentar a producdo animal (Genro & Orqis, 2009). De acordo Gongalves et al. (2009) e Salman et al. (2010), os alimentos
usualmente podem ser classificados segundo os teores de fibra bruta (FB) e proteina bruta (PB), como alimentos volumosos,
concentrado proteico e concentrado energético. Alimentos com acima de 18% de FB sdo considerados volumosos, como as
pastagens nativas e cultivadas, forragens e silagens. Por sua vez, os alimentos concentrados possuem menos de 18% de FB,
sendo rotulados como: concentrado proteico, apresentando acima de 20% de PB, por exemplo, o farelo de soja, de algodao, de
girassol, etc.; e, concentrados energéticos com menos de 20% de PB, como sorgo, milho, etc.

Fontaneli et al. (2012) referem-se ao valor nutritivo como composicdo quimica dos nutrientes dos alimentos e a
digestibilidade destes, constituindo um importante componente da qualidade dos alimentos. J4 a qualidade do alimento pode
ser expressa em relacdo a produgdo por animal, quando a disponibilidade do alimento e potencial do animal ndo sdo limitantes.
Portanto, o resultado de uma analise quimica torna-se uma importante ferramenta para o balanceamento correto da dieta dos
animais, com maiores respostas na producdo de leite e carne (Serafim et al., 2017).

Na quantificagdo analitica do valor nutritivo dos alimentos, sdo utilizados véarios parametros, como matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) ou nitrogénio total (N), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente &cido
(FDA), lignina, digestibilidade, entre outros. Para determinagdo desses pardmetros os métodos mais utilizados séo: a analise
centesimal ou proximal de Weende (1864), o sistema de nutrientes digestiveis totais (NDT), proposto por Henry e Morrison
(1910), o método de Van Soest (1964), e os métodos biolégicos de digestibilidade, que podem ser diretos como a
digestibilidade in vitro com a técnica de dois estagios, de acordo com Tilley e Terry (1963), a técnica da digestibilidade
verdadeira in vitro proposto por Van Soest (1994), producédo de gas in vitro (Theodorou et al., 1994), digestibilidade aparente
in vivo, e também os métodos indiretos in situ, além do uso de indicadores internos e externos.

Os métodos tradicionais que objetivam determinar a composi¢cdo quimica dos alimentos tém sido amplamente
utilizados em laboratérios de todo o mundo, no entanto, sdo na sua grande maioria, onerosos, caros e demandam muito tempo.
Como método alternativo e indireto, tem-se a espectrometria de reflectdncia no infravermelho préximo (NIRS — Near Infra
Red System), que usa o principio da emissdo de radiacdo eletromagnética. O NIRS tem sido relatado como um método para
avaliar a composicdo quimica de produtos agricolas, alimentos e forragens (AOAC, 1990; Fontaneli et al., 2002; Philips et al.,
2007; Gindri et al., 2019;), e possui algumas vantagens sobre as analises quimicas tradicionais, como a realizacdo de anlises
custo-efetivas, rapidas, utilizam amostragem ndo destrutiva e pequeno nimero de amostras, € multiparamétrico, além de néo
ser poluente ao meio ambiente por ndo utilizar reagentes (Arzani et al., 2015).

Na determinacdo do valor nutricional, geralmente, utiliza-se o valor médio dos dados obtidos a partir de varias
metodologias analiticas. Porém, a variabilidade das médias obtidas pode ser devido as variacdes nos métodos de coleta,
processamento e analises empregadas nos diversos laboratérios, ou por diferencas reais existentes nas diferentes amostras
(Rech et al., 2010). Em funcéo disso, devem ser realizadas avaliacGes integradas em relagdo a preciséo e exatiddo dos métodos
em detectar variagGes no valor nutritivo de dietas para ruminantes (Silveira et al. 2009). Neste contexto, objetivou-se com esse
estudo, fazer um levantamento teérico acerca dos métodos de andlise da composigdo quimica e valor nutricional de alimentos

para animais ruminantes.
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2. Metodologia

O presente estudo trata-se de uma revisdo narrativa acerca dos Métodos de analise da composicdo quimica e valor
nutricional de alimentos para ruminantes. A revisdo abrangeu, em sua maioria, artigos cientificos, mas foram também
utilizadas teses e dissertacfes presentes na base de dados do Scielo (Scientific Eletronic Library Online), Science Direct e
Google Académico. Descartou-se trabalhos sem resumo e que ndo abordavam a tematica do estudo, assim como aqueles que

apresentavam metodologias mal aplicadas ou suspeitas.

3. Revisdo de literatura
3.1 Valor nutritivo dos alimentos para ruminantes

O valor nutritivo do alimento é definido como uma medida de sua capacidade em sustentar grupos de atividades
metabolicas inerentes ao organismo animal (Blaxter, 1956). Por meio do conceito de eficiéncia total de utilizagdo de alimentos
descrito por Brody (1945) e Kleiber (1975), a relagdo entre valor nutritivo e o desempenho biolégico pode ser igual & massa de
produto obtida (carne, leite, 1d) sobre o consumo alimentar, durante o tempo necessario para a sua sintese pelo animal
(Rodrigues & Vieira, 2011).

Na determinacdo do valor nutricional de um alimento, por exemplo uma espécie forrageira, € necesséria a realizacéo
de estudos que permitam a avaliagdo conjunta da composicdo quimica (MS, MO, PB, EE, FDN, FDA e lignina),
digestibilidade e constituintes secundarios que podem interferir na ingestdo e utilizacdo da forragem consumida pelos

ruminantes (Figura 1).

Figura 1. Fatores associados ao valor nutritivo da forragem.

COMPOSICAO QUIMICA
(PB, FB, EE, ENN, MM & VIT) VALOR NUTRITIVO DA FORRAGEM

- DIGESTIBILIDADE s
POTENCIAL DA FORRAGEM
ACEITACAO DA FORRAGEM “[ PRODUCAO ANIMAL
VELOCIDADE DE PASSAGEM QUANTIDADE DE FORRAGEM J
- DISPONIBILIDADE r CONSUMIDA

-

Fonte: Mott e Moore (1970).

Campos et al. (2010) avaliaram a composic¢do quimica, digestibilidade e consumo animal em alguns alimentos para
ruminantes (Tabela 1). Constatou-se que os animais alimentados com as silagens de capim-elefante, de milho e de sorgo,
consumiram maiores quantidades de MS, PB, EE e FDN, em relacdo aos alimentados com cana-de-aglcar. Os maiores
consumos de nutrientes obtidos com as dietas a base de silagens, provavelmente, tenham ocorrido em razdo da maior
digestibilidade dos mesmos. Além disso, as digestibilidades aparentes da MS ndo diferiram entre os alimentos.

Vale ressaltar que, as diversas transformagdes morfoldgicas pelas quais as plantas passam durante o seu
desenvolvimento fenoldgico, alteram sua composi¢cdo quimica e consequentemente a sua digestibilidade (Fontaneli et al.,
2012). Isso tudo porque, Segundo Van Soest (1994), com o crescimento da forragem, ocorrem alteracoes a nivel de tecidos,
que resultam na elevacdo dos teores de compostos estruturais (celulose, hemicelulose e lignina) e diminuicdo de contetido
celular (carboidratos sollveis, proteina, minerais e vitaminas), consequentemente reduzindo a digestibilidade. Fatores como
fertilidade do solo, adubacfes realizadas, bem como as condicfes climéticas, também influenciam no valor nutritivo das
forrageiras (Farias et al., 2015). Além disso, a digestibilidade ainda pode ser influenciada por caracteristicas do alimento, do

animal e das situacBes de alimentacdo (Mertens, 1993).
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Tabela 1. Composicao quimica, digestibilidade aparente e consumo da cana-de-agUcar, das silagens de capim-elefante, de

milho e de sorgo.

Alimentos

Itenst , . . . . .

Cana-de-agucar Silagem de capim-elefante Silagem de milho Silagem de sorgo
MS (%) 25,77 23,23 34,84 24,59
MO?2 98,25 94,18 94,29 93,18
PB2 2,79 6,29 7,06 4,93
FDN2 48,97 74,23 57,12 60,61
FDA2 23,67 45,39 26,72 32,18
Lignina2 4,85 8,61 5,17 5,40
Digestibilidade aparente da
MS (%) 54,69a 55,35a 60,60a 59,55a
Consumo de MS (g/dia) 726,33b 990,21a 1212,16a 1054,96a

IMS — Matéria Seca, %; MO — matéria organica; PB — proteina bruta; FDN — fibra em detergente neutro; FDA — fibra em detergente acido;
2yalores expressos em % da matéria seca; Valores seguidos por letras diferentes, na mesma linha, diferem significativamente (P < 0,05), pelo
teste de Student-Newman-Keuls. Fonte: Adaptado de Campos et al. (2010).

A digestibilidade aparente é a propor¢do do alimento ingerida que ndo foi excretada nas fezes. O termo aparente €
utilizado quando ndo se considera a matéria seca fecal metabdlica, que é representada, principalmente, pelas perdas endégenas,
descamacao epitelial e contaminagdo por microrganismos nas fezes. Quando se desconta a perda de matéria fecal metabdlica,
obtém-se a digestibilidade verdadeira dos alimentos, valor este sempre superior a digestibilidade aparente (Berchielli et al.,
2011).

J& 0 consumo, é um dos aspectos mais importantes na nutrigdo de ruminantes, pois dele vai depender a entrada dos
nutrientes ofertados aos animais, determinando, desta forma, o desempenho dos mesmos, sendo regulado e limitado por fatores
metabdlicos e fisioldgicos (Van Soest, 1994). Ainda de acordo com esses pesquisadores, o consumo alimentar pode variar em
fungdo da variabilidade animal (espécie, nivel nutricional, categoria, demanda energética, idade e sexo), da aceitabilidade e
selecéo de forragem.

Como vimos, muitas sdo as fontes que determinam o valor nutricional de determinado alimento. No Brasil, as
informagdes sobre o valor nutritivo acerca da imensa variedade de alimentos utilizados para animais, estdo em pleno
desenvolvimento, e encontram-se disponiveis na literatura (Campos et al., 2010; Ortega-Aguirre et al., 2015; Pazdiora et al.,
2019).

3.2 Métodos para a avaliacdo do valor nutritivo dos alimentos para ruminantes
3.2.1 Obtengdao, coleta e processamento de amostras

Para a realizacdo de uma andlise é necessaria a realizagdo da amostragem, que tem por finalidade a obtencéo da
amostra quimica e fisicamente representativa do material a ser avaliado (Silva & Queiroz, 2005).

A amostragem é o conjunto de operagfes com os quais se obtém, do material em estudo, uma porcao relativamente
pequena, de tamanho apropriado para o trabalho no laboratério, mas que ao mesmo tempo represente corretamente todo o
conjunto da amostra. A quantidade de amostra tomada para realizacdo da anélise é relativamente pequena em compara¢do com
a amostra total, devendo compreender de 5 a 10% do peso total do alimento a ser analisado (Cecchi, 2003)

O método de coleta varia de acordo com o tipo de alimento que seré analisado (pasto, silagens e fenos, graos e farelos,

racéo, etc). Porém, em todos os casos, a amostra deve sempre estar muito bem identificada, com data de coleta, lote a que
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pertence, estagio fenolégico em que foi coletada (no caso de plantas forrageiras), procedéncia, e conter informag6es sobre que
tipo de analises devera ser realizadas (Genro & Orgis, 2009). O ideal é analisar as amostras frescas 0 mais rapido possivel. Mas
guando as analises ndo puderem ser processadas de imediato, é necessario que as amostras sejam congeladas para melhor
conservacao e evitando assim, o aparecimento de microrganismos, mantendo a composi¢do quimica das amostras obtidas, além
do congelamento pode-se promover a secagem parcial das amostras em estufa com circulacéo forcada de ar a 55 °C, para evitar
a perda de compostos volateis e alteracdes quimicas de outros componentes das amostras, permitindo 0 armazenamento seguro
dos alimentos e maior facilidade no processamento mecanico (Rech et al., 2010; Detmann et al., 2012). E importante salientar
que este processo de secagem das amostras também pode ser realizado por processo de liofilizacdo, ou seja, a agua é removida
da amostra congelada por sublimagdo (Detmann et al., 2012).

Apos a secagem dos alimentos, deve-se haver a adequacdo das amostras para a analise a qual serdo submetidas,
através do processamento fisico da amostra, para a padronizagdo da superficie especifica do alimento, promovendo melhor
homogeinizacdo das amostras. Esse processo geralmente envolve a secagem e moagem (Silva & Queiroz, 2005; Detmann et
al., 2012).

3.2.2 Composicdo quimica de alimentos determinadas em laboratérios

Para a determinagdo da composicéo quimica dos alimentos, sdo mais utilizados basicamente dois métodos de anélise,
que sdo a analise centesimal ou proximal de Weende (1864) e 0 método de Van Soest (1964) (Figura 2).

O método de Weende foi desenvolvido por Stohmann e Henneberg, entre 1860 e 1864, na estacdo experimental de
Weende, na Alemanha. Este método € o mais utilizado para se conhecer a composi¢do quimica aproximada dos alimentos, e
separa o alimento em fragBes que contém substancias que apresentam alguma propriedade em comum Através do método de
analise aproximativa de Weende, sdo determinados seis grandes componentes quimicos dos alimentos forrageiros (Figura 2):
matéria seca, matéria mineral, proteina bruta, extrato etéreo, fibra bruta e extrato ndo nitrogenado. As técnicas sdo parecidas
com as originais, com excecao do nitrogénio, que é determinado pelo método Kjeldahl (AOAC, 1990).

O método de determinacdo dos componentes fibrosos das forrageiras proposto por Van Soest (1964) é baseado na
separacdo das diversas fragdes constituintes das forrageiras, por meio de reagentes especificos, denominados detergentes. A
partir de uma amostra de alimento, a matéria seca € dividida em contetdo celular (fragdo sollvel da célula vegetal) e parede
celular (fragdo insoltvel) (Genro & Orqis, 2009).
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Figura 2. Métodos para determinacdo da composicdo quimica dos alimentos.

ALIMENTO

METODO WEEND AGUA ‘ MATERIA SECA
1864
MATERIA ORGANICA MATERIA MINERAL
I I _ T |
Compostos Compostos nio |Mmcmm inerais | | Microminerais
nitrogenados | [nitrogenados
METODO - - - PB = Proteina Bruta
KortpAnL 107 LP5] B r
EE =Extrato Etéreo
NMETODO VAN FDN = Fibra Detergente Neutro ENN =Extrato Nio Nitrogenado
SOEST 1064 FDA = Fibra Detergente Acido
Lignina

Fonte: Adaptado de Grana (2014).

3.2.2.1 Matéria Seca

A matéria seca (MS) é toda fracdo do alimento excluida a 4gua ou umidade natural (Salman et al., 2010). Sua
determinacdo é ponto de partida da analise dos alimentos, e é de grande importancia, uma vez que a preservacdo do alimento
pode depender do teor de umidade presente no material (Silva & Queiroz, 2005; Genro & Orgis, 2009). Além disso, é
requerida para estimar as quantidades de nutrientes presentes no alimento, 0s quais s&o expressos na base seca por ser uma
medida padronizada (Detmann et al., 2012).

Os métodos convencionais, segundo Silva e Queiroz (2005), para a remog¢do da umidade da amostra, sdo pela
secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a temperaturas de 55 °C por 16 a 48 horas (pré-secagem) dependendo do teor
de umidade do alimento a se analisar, apds procede-se a secagem definitiva a 135 °C por duas horas, ou 100 °C por 24 horas,
ou 105 °C por 16 horas. Para alimentos como graos, farelos, tortas e racfes usam-se somente a secagem definitiva (Rech et al.,
2010).

Contudo, muitas vezes ndo é possivel dispor de tal equipamento, o que ocorre com frequéncia a campo. Por isso,
muitos pesquisadores tem utilizado o forno micro-ondas (FMO) em seus estudos para este fim (Lacerda et al. 2009; Serafim et
al., 2017; Bueno et al., 2017). E ao se comparar 0 processo de secagem em forno micro-ondas e em estufa de ventilacdo
forcada de ar, sobre os efeitos na composi¢do quimica, estes pesquisadores relataram que o uso do FMO pode ser uma
alternativa mais rapida para obtencdo de MS dos alimentos, mostrando eficiéncia semelhante ao método de secagem em estufa
com circulacdo de ar.

Oliveira et al. (2015) também compararam métodos de determina¢do de umidade utilizando o método padrdo em
estufa e forno de micro-ondas convencional, em diferentes cactaceas empregadas na alimentacdo animal. Foram utilizadas
amostras vegetais de palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill), mandacaru (Cereus jamacaru DC), facheiro (Pilosocereus
pachycladus Ritter.) e xiquexique [Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Byl ex Rowl.]. As amostras foram
cortadas com faca de aco inox em pedacos de aproximadamente 1 cm e trituradas em liquidificador doméstico até obtengdo de
uma mucilagem. Os teores de dgua determinados pelos dois métodos nas amostras das cactaceas trituradas foram relativamente
préximos.

Outros métodos para determinacdo da umidade sdo citados na literatura, como a destilagdo com tolueno (AOAC,

1990; Silva & Queiroz, 2005), que é recomendado para forragens fermentadas (silagens) que contenha altos contetidos de
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substancias volateis. O principio basico é de que a agua é desprendida (destilada) da amostra e capturada sob camada de

tolueno. Neste caso, determina-se a quantidade da gua diretamente.

3.2.2.2 Matéria Mineral

A matéria mineral (MM) ou cinzas, é constituida pelo residuo inorganico obtido apds a queima da matéria organica, a
qual é convertida em CO2, H20 e NOg, e eliminada em conjunto com as substancias volateis decompostas pelo calor (Souza et
al., 2017). O método consiste basicamente na incineracdo do alimento em altas temperaturas (normalmente de 500 a 600°C),
por tempo suficiente para que ocorra combustéo total da matéria organica (Silva & Queiroz, 2005).

A porcentagem da MM, fornece apenas uma indicagdo da riqueza em elementos minerais da amostra (Silva &
Queiroz, 2005; Genro & Orqis, 2009). S&o determinadas, muitas vezes, apenas para se conhecer o extrato ndo-nitrogenado
(ENN) e/ou a matéria organica (Silva & Queiroz, 2005).

Geralmente, as metodologias para determinacdo de MM n&o se diferem do método da AOAC (1990). Ainda assim,
Souza et al. (2017), conduziram um estudo colaborativo para avaliacdo do teor de MM em alimentos em sete laboratdrios de
andlise de alimentos. Eles evidenciaram diferencas entre procedimentos de avaliagdo de MM em funcdo dos diferentes
laboratdrios. Dentre elas: as massas de amostras utilizadas nas avaliagdes (1 a 5 g); relagdo da amostra e o volume do cadinho
(mg cm3); preparacdo do cadinho (limpeza e secagem); temperaturas e o tempo de queima (550° a 600°C e 3 a 4 horas,
respectivamente); forma de resfriamento da mufla (fechada ou parcialmente aberta); e temperatura da retirada do cadinho. Com
isso, 0s teores de MM estimados pelos laboratérios participantes deste estudo apresentaram baixa reprodutibilidade, o que é
agravado pela presenca de efeito de interacdo do material avaliado e do laboratdrio.

Gindri et al. (2019) comparando métodos para estimar os teores de MO digestivel de dietas ingeridas por ovinos,
determinaram o teor de MM queimando as amostras a 600 ° C por trés horas, e a MO por diferenca de massa. Bem como
utilizaram a técnica de espectroscopia de reflectancia de infravermelho proximo (NIRS). Os autores produziram resultados

semelhantes e confidveis entre as metodologias.

3.2.2.3 Proteina Bruta

Proteina é um dos nutrientes fundamentais para a nutricdo dos animais (Serafim et al., 2017). Proteina bruta (PB) é
um termo que envolve um grande grupo de substancias com estruturas semelhantes, porém com fungdes fisiologicas muito
diferentes. A analise de PB ¢ baseada no fato de as proteinas vegetais terem porcentagem de nitrogénio quase constante, em
torno de 16%, o que se faz é determinar o nitrogénio e, por meio de um fator de conversdo (100/16 = 6,25), transformar o
resultado em proteina bruta (Silva & Queiroz, 2005; Genro & Orgis 2009; Rech et al., 2010; Detmann et al., 2012).

H& varios métodos para a andlise do teor de nitrogénio dos alimentos, sendo o método cléssico, inicialmente descrito
por Dumas em 1837. Neste processo de digestdo seca ou combustdo, o nitrogénio contido no material é transformado em
nitrogénio gasoso e a medicdo do gas realizada por meio de nitrdmetro (Silva & Queiroz, 2005). Este método de Dumas
apresenta como principal vantagem a rapidez na anélise por amostra e desvantagens quando relacionado ao alto custo inicial
para aquisi¢do do equipamento e as calibragdes do aparelho (Keeney & Bremner, 1967).

Existe 0 método de Linder, no qual faz a mineralizagdo da amostra com uma mistura de H»SO4 + H,0 a 30%, e 0
nitrogénio é transformado em uma forma amoniacal (Reche et al., 2010). E o método de Kjeldahl, que é o mais utilizado nos
dias atuais (padréo).

E ainda 0 método de Nessler, proposto por Julius Nessler em 1856, sendo o primeiro método colorimétrico para a
determinacdo de amdnia em extrato acido digerido anteriormente, e depois este extrato reage com o reagente de Nessler que é

uma solucéo alcalina de iodeto de mercirio em iodeto de potéssio (Malavolta et al., 1997). O método possui vantagens por ser
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rapido e simples, porém tem pouca repetibilidade e ndo é sensivel a baixas concentragbes de amdnia. O reagente de Nessler
ndo é estavel e ndo deve ser estocado por longo tempo. Nesta metodologia a tempo de reagdo, a quantidade de reagente, a
temperatura da reagdo durante o desenvolvimento de cor, a presenca de alguns cation e anions, e o pH da reacédo sao fatores
criticos para desenvolvimento da cor.

Uma desvantagem do método de Kjeldahj é a utilizacdo de uma grande quantidade de produtos quimicos que é
liberado no meio ambiente. Com o objetivo de diminuir a quantidade de residuos gerados e, consequentemente, custos, Galvani
e Gaertner (2006) propuseram em seus estudos, uma adequacdo do método de Kjeldahl a partir da reducdo na quantidade de
cada reagente utilizado durante o processo para a determinacdo do nitrogénio total. A determinacdo do nitrogénio total e
proteina bruta foram realizadas pelo processo de digestdo Kjeldahl conforme metodologia atual adotada pela Embrapa e
descrita no Manual de Laboratérios: Solo, Agua, Nutricdo Animal e Alimentos (Nogueira & Souza, 2005), porém a quantidade
de amostra e de cada reagente utilizado para o estudo da adequacdo da metodologia foram reduzidos. As alteracBes nas
quantidades dos reagentes proposta pela metodologia em estudo nédo influenciaram significativamente nos resultados de PB e
apresentaram precisdo compativel com a metodologia atualmente utilizada.

Em contrapartida, Philips et al. (2007) compararam a estimativa da concentragdo de PB de pastagens de capim-
bermuda derivadas de sensoriamento remoto (SR) da biomassa verde em pé, usando medidas de reflectancia espectral, e
aquelas derivadas da anélise por espectroscopia de reflectancia no infravermelho proximo (NIRS) de amostras fecais. Os
métodos SR e NIRS sinalizaram que a PB caiu abaixo de 7% no mesmo ponto na estacdo de pastejo. Com isso, eles

concluiram que o SR e o NIRS fornecem boas estimativas da concentracdo de PB da forragem.

3.2.2.4 Fibra em Detergente Neutro e Fibra em Detergente Acido

O conceito de fibra bruta (FB) foi estabelecido ha mais de um século por Weende (AOAC, 1990). A fibra é a por¢éo
da matéria seca insolivel em &cidos e &lcali. Possui em sua constituicdo principalmente celulose, hemicelulose e lignina,
(Genro e Orqgis, 2009).

Vérias técnicas analiticas estdo disponiveis para a caracterizacdo da fracdo de fibra. O método mais antigo e ainda
aplicado na éarea da nutri¢cdo de ndo ruminantes é o método da fibra bruta (método de Weende). Mas devido & solubilizacéo
substancial de polissacarideos estruturais e lignina, essa variavel mede apenas uma fracdo incompleta e varidvel dos
componentes fibrosos de carboidratos. A abordagem dos detergentes, desenvolvidas por Van Soest (1964) e por Van Soest e
Wine (1968) para a analise de forragens ricas em fibras, é atualmente aplicada com mais frequéncia para analise de fibras em
alimentos para ruminantes, pois fornece uma analise mais satisfatéria para melhor caracterizar os carboidratos da parede
celular vegetal.

Nesta abordagem, as fragdes da fibra que sdo insoliveis em detergentes neutros (FDN) ou em detergentes &cidos
(FDA) sdo medidas, e o residuo ap6s o tratamento da fracdo FDA sdo digeridas com &cido sulfurico a 12 mol/L, sendo o
residuo obtido considerado como lignina em detergente acido (LDA). Por diferenca, hemicelulose (FDN - FDA) e celulose
(FDA - LDA) sdo calculadas (Hindrichsen et al., 2006). No entanto, foi relatado que os polissacarideos extraiveis em agua e
pectinosos sao sollveis em detergente neutro e que o amido e a proteina podem contaminar o residuo de FDN. Entdo, Van
Soest et al. (1991) sugeriram a adi¢do de a-amilase e sulfito de s6dio para evitar essa contaminagdo com amido e proteina,
respectivamente.

Existem alguns tipos de a-amilase no mercado. Neste aspecto, Bortolassi et al. (2000), avaliaram duas enzimas: a-
amilase Termamil 120 L (Novonordisc Bio Ind. do Brasil Ltda/Araucaria — PR) e Alpha - Amylase heat stable (Ankom

Technology Corporation/NY — USA). Essas duas enzimas foram avaliadas no método convencional, para anélise de FDN,
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onde os alimentos testados ndo apresentaram diferencas quanto aos teores de FDN. Desse modo, optou-se por utilizar a a-
amilase Termamil 120 L devido ao menor custo e a maior disponibilidade desse produto no mercado nacional.

Van Soest et al. (1991) recomendam que as analises de fibras sejam sempre realizadas sequencialmente em forragens
com alto teor de pectina, mas a magnitude do erro potencial, se isso ndo for feito, ndo estd muito bem documentada. Cassida et
al. (2007), compararam a analise sequencial e ndo sequencial das fibras com e sem correcdo para cinzas residuais de detergente
acido em forragens ricas em pectina. Eles constataram que a analise sequencial de fibras com correcdo para cinzas residuais foi
requerida para leguminosas forrageiras com alto teor de pectina e leguminosas sem taninos, mas o método ndo-sequencial foi
aceitavel apenas para gramineas.

Entre as metodologias para andlise de fibra em detergente, uma técnica automatizada do Filter Bag foi introduzida
pela Ankom Technology (Macedon, NY; Komarek, 1993). De acordo com Berchielli et al. (2001), o método Filter Bag é uma
técnica que foi langada no mercado afim de minimizar a méo de obra, pois alguns dos procedimentos que séo realizados pelo
método convencional proposto por Van Soest (1964) para determinacdo da FDN e FDA das forrageiras, como as lavagens e
filtragens dos cadinhos porosos, podem ser realizados diretamente no aparelho tipo Ankom®, por meio da utilizagdo de filtros
chamados F57 (saquinhos). Os alimentos sdo alocados dentro dos filtros F57 os quais séo fixados em ambientes fechado dentro
do aparelho tipo Ankom®, o que garante uma boa homogeneizagdo das amostras além de facilitar e agilizar um maior ndmero
de amostra por dia em relagdo ao método convencional.

No entanto, os filtros F57 utilizados no aparelho de Ankom® apresentam ao alto custo, e 0s mesmos sdo obtidos na
prépria empresa fabricante do equipamento, o que muitas vezes impossibilitando a realizagdo das andlises. Logo Berchielli et
al. (2001) comparam os valores de FDN e FDA obtidos com o equipamento da Ankom® e pelo método convencional (Van
Soest), e testaram quatro tipos de saquinhos para filtragem de amostra (SPA - saquinho de papel Ankom®, SNA - saquinho de
nailon Ankom®, SNN - saquinho de nailon novo e SNU - saquinho de nailon usado) (Figura 3) em diferentes materiais.
Constatou-se que ndo houve diferenca entre os valores de FDN e FDA, obtidos pelo equipamento Ankom® ou pelo
convencional, para os alimentos estudados, com excecdo da polpa citrica. Todavia, os tipos de saquinhos de filtragem
utilizados, ndo influenciaram os teores de FDN nos diferentes alimentos, salvo as fezes, dos quais os saquinhos de nailon
resultaram em concentragdes de FDN inferiores.

Em contrapartida, Hristov et al. (2010) avaliaram a variabilidade nas analises de FDN tratada com amilase em
amostras de racdo e amostras de racdo mista total entre laboratérios comerciais de andlise de ra¢do. A Unica variagdo na
metodologia usada com consisténcia suficiente para a analise estatistica foi a técnica do cadinho para FDN (Mertens, 2002) e a
técnica do Filter Bag com base no uso do analisador de fibra da Ankom®. Eles constataram variabilidade significativa na
analise de FDN dos alimentos individuais entre os laboratérios participantes. No entanto, os laboratdrios que usam a técnica do
Filter Bag tendem a produzir resultados mais variaveis do que os laboratérios que usam a técnica do cadinho. Os resultados
deste estudo enfatizaram a necessidade de os laboratérios de analise de alimentos seguirem exatamente o método oficial da
analise de FDN.

Raffrenato e Van Amburgh (2011) também propuseram aprimorar a metodologia de Van Soest (1964), utilizando
filtro de microfibra de vidro com tamanho de poro de 1,5 um [filtro 934-AH de Whatman (Whatman Limited; Whatman,
2009)], sem filtro ou com o filtro de vidro, em forrageiras e amostras de fezes, analisadas sequencialmente para FDA e LDA.
Eles relataram que com o uso do filtro, os valores médios de FDA aumentaram 4,2% e os valores médios de LDA aumentaram
18,9%. No geral, os valores de FDA e LDA foram maiores com o uso do filtro de microfibra de vidro, indicando que,
conforme o tipo de amostra analisada mudava. O uso do cadinho de Gooch sem o auxiliar de filtragem resulta em perda de

particulas.
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Outro método alternativo para avaliar o teor de FDN e de FDA dos alimentos é o método da EMBRAPA,
desenvolvido por Souza et al. (1999), que consiste numa simplificacdo analitica dos procedimentos originais. Geron et al.
(2014), avaliaram o teor de FDN e FDA diferentes forrageiras, obtidos por trés procedimentos diferentes, sendo o método
convencional, o Filter Bag Technique da Ankom® e o adaptado pela EMBRAPA. Eles concluiram que o teor da FDN e FDA
das forrageiras do estudo em questdo, podem ser determinados pelo procedimento adaptado pela EMBRAPA, uma vez que este
ndo diferiu em relacdo a metodologia convencional e a do Filter Bag Technique da Ankom®, além de apresentar menor gasto
de reagentes e consequentemente menor custo.

Ja Farias et al. (2015) compararam equipamentos e tecidos alternativos na determinacdo de FDN e FDA, com o
método convencional. Neste estudo, foram utilizados dois tecidos, sendo o nailon (50 um) e tecido ndo tecido (TNT, 100g m),
e dois equipamentos, o digestor de fibra (Marconi MA444/CI®) e a autoclave para determinacdo dos teores de FDN e FDA,
comparado com o convencional. O procedimento de digestdo da fibra por meio do aparelho autoclave difere do procedimento
do equipamento digestor de fibra pela presenca da pressdo das valvulas do aparelho autoclave. Como conclusdo, o teor de FDN
independente do equipamento utilizado, e o teor de FDA obtido no equipamento digestor de fibra, ambos com o tecido nailon,
sdo semelhantes ao método convencional.

Figura 3. Malhas dos diferentes saquinhos utilizados na digestdo de fibra com o aparelho Ankon®, vistas através de

microscopia eletrdnica (aumento de 75x). No detalhe aumento de 500x.
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Fonte: Berchielli et al. (2001)

3.2.2.5 Lignina

A lignina é um metabdlito polifendlico da parede celular dos vegetais, normalmente considerada indigestivel e
também inibidora da digestibilidade da parede celular das plantas forrageiras, acentuando a sua acdo, a medida que o vegetal
amadurece (Fukushima et al., 2000). Sabe-se que a lignina tem um importante papel no revestimento dos tecidos de transporte
de &gua e nutrientes, sendo responsavel pela resisténcia mecéanica de vegetais, além de proteger os tecidos contra 0 ataque de
microrganismos (Saliba et al., 2001).
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A determinacdo da lignina é feita a partir da analise de FDA (Silva & Queiroz, 2005; Genro & Orgis, 2009). Existem
diferentes métodos na literatura empregados na avaliagdo de lignina, entre eles: método da hidrdlise 4cida, adotada como
padréo; lignina com permanganato de potassio; lignina Klason; e lignina solivel em brometo de acetila. (Hindrichsen et al.,
2006). De acordo Detmann et al. (2012), ha divergéncias significativas nos resultados obtidos em laboratdrios para todos o0s
métodos aplicados.

Visto isso, Fukushima e Savioli (2001) tentaram eleger o método analitico mais adequado para a estimativa
quantitativa da concentracdo de lignina. Os dados relativos as concentracBes de lignina foram obtidos por intermédio do
método espectrofotométrico lignina soltvel em brometo de acetila - LSBA (Fukushima, 1996) e, para fins comparativos, dois
outros métodos, de natureza gravimétrica, foram conduzidos: o método da lignina detergente acido - LDA (Van Soest, 1964) e
lignina permanganato de potassio - Lper (Van Soest e Wine, 1968). Eles relataram que ndo houve concordancia entre os trés
métodos, sendo que, no geral, 0 método da LSBA mostrou valores mais elevados que os outros dois métodos, e 0 método da
LDA menores valores. Em consequéncia, o procedimento espectrofotométrico revelou potencial para ser empregado na
determinacdo quantitativa da lignina em plantas forrageiras.

O método lignina solivel em brometo de acetila (LSBA) foi introduzida para a determinac&o de lignina na madeira
por Johnson et al. (1961), e modificacBes foram feitas para adaptar esse procedimento para varios substratos forrageiros. No
entanto, essa abordagem tradicional exigia a extracdo da lignina com dioxano acidificado e seu isolamento de cada amostra da
planta para construir uma curva padrdo via analise espectrofotométrica (Fukushima & Kerley, 2011), porém demorado e
tedioso. Por isso, estes autores propuseram simplificar a quantificacdo de lignina pelo método lignina solGvel em brometo de
acetila, extraida de uma variedade de espécies de plantas que tinham caracteristicas de absorcdo semelhantes, permitindo assim
apenas um extrato de lignina a ser usado como padrédo para medir a concentragdo de lignina nas espécies vegetais. Concluiu-se
que a quantificagéo de lignina pelo uso de uma equacéo de regressdo comum evita as etapas de extragéo de lignina, isolamento
e construcdo de curvas padrdo, o que acelera substancialmente o método LSBA.

Do mesmo modo, Gomes et al. (2011), avaliaram o teor de lignina por diferentes métodos analiticos e sua relagdo com
o0s parametros de degradagdo da FDN em gramineas e leguminosas tropicais. O teor de lignina das forrageiras foi quantificado
por cinco métodos diferentes: solubilizacdo da celulose por acido sulfirico ap6s extracdo com detergente &cido [Lignina
(as)] (Van Soest e Robertson, 1985); oxida¢do por permanganato de potdssio apds extracdo com detergente acido [Lignina
(pp)] (Van Soest e Wine, 1968); método lignina Klason (LK) (Theander e Westerlund, 1986); método da lignina soltvel no
brometo de acetila apds extragdo com detergente acido (LSBAeda) e 0 método da lignina solvel no brometo de acetila usando
o residuo da parede celular (LSBApc) (Van Soest & Wine, 1968). Este estudo mostrou que a contaminagdo proteica afetou
significativamente as estimativas do contedido de lignina por todos os métodos gravimétricos. No entanto, essa contaminacao
foi mais evidente no método LK do que nos métodos Lignina (as) e Lignina (pp). Portanto, a correcdo de proteinas € sugerida,

particularmente para o método da lignina Klason.

3.3 Digestibilidade

A digestibilidade ¢ uma medida da proporcéo do alimento consumido que é digerido e metabolizado pelo animal.
Pode ser estimada através de ensaios de digestibilidade in vivo, in situ, in vitro, com base na sua composi¢do quimico-
bromatoldgica (Carvalho et al., 2007), ou através de ensaios de producdo de gases in vitro.

No geral, 0 método in vivo consiste na utilizacdo de animais em gaiola metabolica. No método in situ utiliza a técnica
de incubacédo de sacos de nailon no animal fistulado, e no método in vitro, equivale a uma técnica laboratorial que é utilizada
com finalidade de reproduzir condi¢des do aparelho digestério, simulando o processo de digestdo que ocorre no animal (Rech

et al., 2010). Entre os métodos, 0 método in vivo € considerado mais confiavel, e sdo baseados na observacéo das quantidades
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ingeridas e excretadas das fragdes de interesse no alimento. Os métodos in situ sdo técnicas bastante utilizados para estimar a
degradacdo ruminal de nutrientes pela relativa simplicidade e baixo custo quando comparada aos experimentos in vivo. Ja o
método in vitro, método descrito inicialmente por Tilley e Terry (1963), ainda ¢ a mais utilizada para predicdo da
digestibilidade, simulando a digestao ruminal por 48 horas, seguida por digestdo quimica por 24 horas (Berchielli et al., 2005)

De acordo Gosseling et al. (2004), as experiéncias in vivo para determinar os valores da digestibilidade das forragens
sdo caras e trabalhosas, prejudicam o bem-estar dos animais e ndo sdo adequadas para analises de rotina. Em razéo disso,
foram desenvolvidas, nas Ultimas décadas, vérias técnicas laboratoriais alternativas (Tilley & Terry, 1963; @rskov &
McDonald, 1979; Theodorou et al., 1994), assim como modelos matematicos baseados na composi¢do bromatolégica
(McDowell et al., 1974; Weiss et al., 1992), para estimar o valor nutritivo dos alimentos. Além disso, o0 mercado disponibiliza
um fermentador artificial de rdmen, denominado Daisy" (Ankom Technology Corporation, Macedon, NY, EUA), com a
vantagem de possibilitar a andlise de digestibilidade in vitro de varias amostras simultaneamente, reduzindo-se, assim, o labor
empregado nas andlises (Holden, 1999).

Dessa forma, Santos et al. (2000) avaliaram as digestibilidades in vitro da MS e da MO de gramineas do género
Cynodon com o uso do sistema Daisy'" da Ankom® Technology Corporation em relagdo ao método tradicional proposto por
Tilley e Terry (1963). Foi observado que ndo houve diferenca entre as cultivares quando avaliadas pelo método tradicional. No
entanto, com a metodologia Daisy" houve significancia entre as gramineas do género Cynodon. Estes pesquisadores inferiram
essas diferencas encontradas com a utilizacdo da metodologia Daisy" a porosidade dos sacos ou com a proporgéo da solugdo-
tampao e indculo ruminal. A Daisy" é um sistema efetivo para determinar a DIVMS e DIVMO e fornece dados similares aos
encontrados pelo sistema tradicional, no entanto, conforme o alimento testado, podem ocorrer variagdes nos resultados.

No Brasil, a indUstria nacional produziu equipamento com caracteristicas similares ao Daisy", a incubadora TE-150
(Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba, SP, Brasil). Silva et al. (2017) compararam a digestibilidade in vitro da MS
(DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) de forragens e concentrados obtidos por intermédio das incubadoras
Daisy" e TE-150, combinadas com Filter Bags tipo F57 (Ankon®) ou tecido ndo tecido (TNT, 100g m2), em relagdo aos
valores obtidos utilizando-se 0 método de Tilley e Terry (1963). Todos os métodos avaliados apresentaram-se positiva e
fortemente correlacionados, tanto com relacdo a DIVMS como com relagdo a DIVFDN para forragens e concentrados.
Portanto, concluiram que, em se tratando de avaliacBes comparativas entre alimentos, todos os métodos avaliados possuem
capacidade similar de discriminacéo.

Gosseling et al. (2004) ainda citam como técnicas alternativas da digestibilidade in vivo, a técnica pepsina-celulase, e
a técnica de producdo de gas. Entdo estes estudiosos, também determinaram a digestibilidade da MO e MS em forragens,
utilizando técnicas da bolsa de nailon in situ (Michalet-Doreau et al., 1987) ajustados ao modelo exponencial de @rskov e
McDonald (1979), a técnica de pepsina-celulase (Aufrere e Michalet-Doreau, 1988), a técnica de Tilley e Terry (1963), e a
técnica de producdo de gés (Theodorou et al., 1994). A previsao pela técnica in situ mais o conteido de PB mostrou maior
precisdo nas validacdes, embora as quatro técnicas alternativas tenham mostrado uma poténcia semelhante na predicdo da
digestibilidade da MO. A escolha da técnica para previsdo também depende de outros fatores, como bem-estar animal, preco,
tempo, experiéncia e informac6es adicionais sobre a degradacéo dos alimentos.

Similarmente, Silveira et al. (2009) avaliaram a acuracia dos métodos laboratoriais para estimar a digestibilidade e o
valor energético de dietas para bovinos de corte. Os valores de digestibilidade medidos in vivo foram comparados com os
obtidos nos ensaios in situ, in vitro e in vitro/gases, e com valores estimados a partir de equagGes matematicas baseadas na
composi¢do quimica das dietas. N&o foi observada interacdo significativa de dietas versus métodos. Em todos os métodos, as
digestibilidades da MS ou da MO aumentaram linearmente com o aumento do nivel de concentrado. Contudo, as taxas de

degradacdo calculadas a partir dos ensaios in situ e in vitro/gases ndo foram acuradas para estimar o valor nutritivo dos
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alimentos, e 0 método in vitro foi o que melhor estimou a digestibilidade das dietas. As equagdes matematicas superestimaram
o valor nutricional das dietas por superestimar a digestibilidade da fibra e subestimar a excrecéo endégena fecal.

Os procedimentos de coleta de fluido ruminal também vem sendo modificados de varias maneiras, na tentativa de
reduzir a variabilidade da atividade do inéculo. No entanto, existem poucos dados publicados que documentam quanto e com
que consisténcia essas modificacdes reduzem a variabilidade de execucdo para execucdo dos métodos de digestibilidade in
vitro. Nesse sentido, Goeser e Combs (2009) objetivaram determinar se uma técnica de priming de fluido ruminal melhoraria a
precisdo da digestibilidade in vitro da FDN (DIVFDN) em relacéo a técnica de Tilley e Terry (1963) modificada por Goering e
Van Soest (1970), reduzindo a variagéo de repeticdo. As técnicas in vitro descritas neste estudo diferem das de Goering e Van
Soest (1970) através das seguintes modificagOes: uso de um periodo de incubagdo de 24 horas, uso de sacos F57 da Ankom®
em frascos Erlenmeyer de 125 ml para digestdo da FDN, seguidos de lavagem com agua destilada a temperatura ambiente foi
usado para cessar as fermentacGes. Além disso, para 0 método de preparacdo, o fluido ruminal foi combinado com solugéo
tampéo e solugdo redutora antes da inoculagdo, e a celulose foi adicionada a solucdo de indculo. A técnica de digestibilidade in
vitro da FDN usando fluido ruminal com celulose reduziu o erro entre ensaios da DIVFDN em comparagdo com uma técnica
laboratorial tradicional usando inéculo de um ou dois animais doadores, mas produziu estimativas mais baixas da DIVFDN em
24 h.

Por outro lado, as recomendagdes para os procedimentos do método da Ankom (Ankom Technology, 2017) sugerem
0 uso de uma amostra de 0,25 g, mas que um tamanho de amostra de 0,50 g é aceitavel para uma incubacdo de 48 h. Coblentz
et al. (2019) levantaram questBes sobre os possiveis efeitos do tamanho da amostra em sacos de fibra selados nas
determinacfes subsequentes da digestibilidade da FDN pelos procedimentos da Ankom. Entdo testaram os efeitos do tamanho
da amostra (0,25¢ e 0,50g) na digestibilidade da FDN de forragem triticale pelo procedimento da Ankom® ap6s 12, 24, 30, 48,
144 ou 240 h de incubacéo. Eles indicaram que ocorreu maior digestibilidade in vitro das fibras nas amostras de 0,25 g do que
nas amostras de 0,50 g, especialmente ap6s incubacdes de 24, 30 e 48 h. No geral, a digestibilidade da FDN passou a ser uma

variavel independente menos eficaz a medida que os tempos de incubacdo aumentaram.

3.3.1 Marcadores de digestibilidade

O uso de marcadores em experimentos é importante para se estimar o consumo e a excre¢do fecal, especialmente no
caso de animais mantidos em sistemas de pastejo, e com base nesses parametros determinar a digestibilidade (Salman et al.,
2010). Os marcadores sdo substancias indigestiveis, normalmente de facil determinacdo, podendo ser administradas com o
alimento, ou diretamente em algum seguimento do trato digestivel, sendo posteriormente identificados e quantificados nas
fezes ou ao final do segmento em estudo. A classificacdo dos mesmos, consiste na divisdo entre marcadores internos ou
externos (Berchielli et al., 2011).

Os marcadores internos sdo componentes quimicos que ocorrem naturalmente na dieta do animal. Devem ser
indigestiveis e quantitativamente recuperdveis nas fezes (Salman et al., 2010). Muitos sdo os marcadores internos utilizados,
em especial a cinza insolivel em &cido (CIA), cinza insolGvel em detergente &cido (CIDA), lignina em detergente &cido
indigestivel, fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) e fibra em detergente acido indigestivel (FDAI) (Berchielli et al.,
2011). Entretanto, tais marcadores exigem longo periodo de incubacéo, seja in vivo ou in situ (Van Soest, 1994).

Os marcadores externos, sdo substancias indigestiveis fornecidas via oral ou ruminal aos animais. Entre os marcadores
externos utilizados em estudos de digestdo, o material mais comumente utilizado é oxido crémico (Cr203) (Salman et al.,
2010). Mas a literatura ainda cita o Diéxido de Titanio — TiO; e o LIPE® (Lignina isolada, purificada e enriquecida).

Neste contexto, Ferreira et al. (2009) objetivaram avaliar indicadores internos fibra em detergente neutro indigestivel

(FDNi) e fibra em detergente &cido indigestivel (FDAI), obtidos por incubacdo in situ durante seis dias, e 0s indicadores
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externos oxido cromico (Cr,Q3), dioxido de titanio (TiO2) e lignina isolada, purificada e enriquecida (LIPE®) em dois
esquemas de coleta total de fezes (3 ou 5 dias) para estimativa da digestibilidade em bovinos. Ndo houve diferenca
independentemente do indicador utilizado, na digestibilidade da matéria seca determinada com trés ou cinco dias de coleta,
assim, trés dias de coleta sdo suficientes para estimativa da digestibilidade e os indicadores testados sdo eficientes na
determinacéo da digestibilidade.

A FDN da forragem consiste em 2 fracGes: uma fracdo indigesta (FDNi) e uma fracdo potencialmente degradavel

(FDNpd). A fracdo potencialmente degradavel desaparece do rdmen por digestdo microbiana, enquanto a fracdo indegradavel

de FDN deixa o rimen apenas por passagem (Mertens, 1993). A FDN indegradavel em forragens é comumente determinado
como o residuo da FDN do material que sobra apds as incubagdes in situ ou in vitro. Assim, Bender et al. (2016) objetivaram
comparar as estimativas de FDNi com base nas medi¢des in vitro (1V) e in situ (I1S) em 2 pontos finais da fermentagdo (120 e
288 h) em silagem de milho. O IV-120 teve uma estimativa mais alta de FDNi (37,8% da FDN) do que a 1S-120 (32,1% da
FDN), 1V-288 (31,2% da FDN) ou a técnica 1S-288 (25,7% da FDN). Verificou-se também que é uma medida robusta entre os
métodos de ensaio FDNI, produzindo resultados substancialmente semelhantes, independentemente do método de ensaio.
Como visto anteriormente, tém-se buscado alternativas aos sacos F57 na utilizagdo do sistema Ankom® de andlise de
fibra, entre essas, o tecido ndo tecido (TNT), com gramatura 100 g m2. Casali et al. (2009) avaliaram os teores de fibra em
detergente neutro indegradavel (FDNi) obtidos por procedimento in situ e a perda de particulas fibrosas em meio aquoso de
alguns alimentos para ruminantes, utilizando sacos de diferentes tecidos: nailon (50 um); F57 (Ankom®); e TNT (100 g m?).
Verificou-se similaridade entre os teores de FDNi obtidos com TNT e F57, que foram superiores aos obtidos com néilon para
alguns alimentos do estudo em questdo. Houve perda de particulas fibrosas quando empregado o nailon como tecido para
avaliacdo das amostras, o que justifica os menores teores de FDNi obtidos com este tecido. A perda de particulas para o nailon
esta relacionada a estrutura do tecido, uma vez que, em analise por microscopia eletronica de varredura, ndo foram observados

danos nos tecidos durante os processos de incubacéo e extracdo com detergente.

4. Consideracdes Finais

A correta caracterizacdo da composicdo quimica e digestibilidade dos alimentos sdo imprescindiveis para formulagéo
de dietas balanceadas que possibilitem maximizar a eficiéncia alimentar, e que consequentemente possam atender 0s requisitos
de mantenga e de producdo animal. Considerando-se as diversas variaveis que podem ser utilizadas para determinacéo do valor
nutritivo dos alimentos para ruminantes, bem como o avanco e a gama dos métodos analiticos disponiveis na literatura, cabe ao
pesquisar adotar aquele que melhor convém ao estudo proposto, levando em consideracdo o tipo de alimento, custo,
disponibilidade de reagentes, materiais, equipamentos, e animais a disposicao.
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