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Resumo: Para otimizar o emprego de recursos financeiros e humanos, sistemas automatizados de
fermentagdo in vitro foram desenvolvidos, permitindo processar maior nimero de amostras em relagio ao
método de dois estdgios realizado em tubos individuais, e tradicionalmente adotado na determinacao da
digestibilidade in vitro. O refluxo com solu¢do de detergente neutro em detrimento da utilizagdo da
pepsina acida no segundo estdgio da técnica permite a obtengdo de residuo de parede celular livre de
material microbiano, viabilizando a determinagao da digestibilidade verdadeira in vitro. Foi objetivo deste
experimento, comparar valores de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) de 20 amostras de
suplementos concentrados e de forrageiras tropicais, realizando no segundo estagio da analise, incubagdo
em solugdo 4acida de pepsina ou refluxo em solugdo de detergente neutro, em equipamentos
automatizados. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 6
(procedimentos utilizados no segundo estdgio da técnica x classes de alimentos), com os alimentos sendo
as repeticdes. O procedimento de refluxo com detergente neutro permitiu economia de tempo e recursos,
com resultados semelhantes (P>0,05) aos obtidos por meio da incubacdo em pepsina acida. Em ambos
procedimentos houve superestimativa dos valores de DIVMS em relagdo aos publicados na literatura.
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Apparent and true dry matter digestibility of concentrate supplements and tropical forages
determined by automatized in vitro procedures

Abstract: To optimize the financial and human resources automatized systems of in vitro fermentation
had been developed, allowing to process greater number of samples in relation to the two-stage 48 h
digestion technique carried through in individual sample digestion tubes, traditionally adopted for in vitro
digestibility determination. Boiling the samples with neutral detergent after 48 h of incubation on fluid
rumen instead of further 48 h acidified pepsin digestion allows to obtain cell wall residue free of
microbial debris and to determine the true in vitro dry matter digestibility. The aim of this trial was to
compare the in vitro dry matter digestibility (IVDMD) values of 20 tropical forages and concentrates, by
doing, in the second digestion stage, incubation in acid pepsin solution or reflux with neutral detergent
solution, using automatized equipment. The experimental design was completely randomized with a 2 x 6
factorial arrangement (true or apparent digestibility in vitro procedures x food classes), with foods being
the repetitions. The procedure using reflux with neutral detergent was less expensive and time-
consuming, and yield similar results (P>0.05) when compared to those from the methodology using 48 h
acidified pepsin digestion. Both procedures overestimated the digestibility values in relation to the
published ones.

Keywords: chemical analysis, chemical composition, method of analysis, ruminant nutrition

Introducéo
Equipamentos automatizados de determinag@o de digestibilidade in vitro de alimentos estdo sendo
atualmente comercializados, permitindo redugdo dos custos relacionados ao trabalho, e processando até
100 amostras por vez, coletivamente fermentadas em jarros de digestdo, ao invés de individualmente
incubadas em tubos, como no procedimento in vitro tradicional de TILLEY & TERRY (1963). Ademais,
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manipulagdo de reagentes (VOGEL et al., 1999), sendo sua utilizagdo na analise de digestibilidade da
matéria seca recomendada por diversos autores (e.g. HOLDEN, 1999). O procedimento padrio de
determinagdo da digestibilidade in vitro nestes equipamentos, baseia-se na utilizagdo de sacos sintéticos
contendo o alimento objeto da analise, que sdo incubados em jarros de fermentagdo preenchidos com
fluido ruminal tamponado e mantidos em condigdo de temperatura constante (39°C), sob rotagdo
automatica. Depois de 48 h, faz-se a drenagem dos jarros, adiciona-se solucdo acida de pepsina, e
submetem-se 0s sacos contendo os residuos das amostras a mais 48 h de incubacdo (VOGEL et al., 1999).
O refluxo com solugdo de detergente neutro em detrimento da utilizagcdo da pepsina acida no segundo
estdgio da técnica, permite ndo somente economia de tempo de andlise, mas também a obtencdo de
residuo nao-digerido de parede celular livre de material microbiano, viabilizando a determinacdo da
digestibilidade verdadeira in vitro da amostra (VAN SOEST, 1994).

Foi objetivo deste experimento, comparar valores de digestibilidade in vitro da matéria seca de
alimentos concentrados e de forrageiras tropicais, realizando incubag@o em solugdo acida de pepsina ou
refluxo em solugdo de detergente neutro no segundo estagio da analise realizada em equipamento
automatizado de fermentagao.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratéorio de Digestibilidade da Embrapa Gado de Leite
(Coronel Pacheco, MG). Foram avaliados dois procedimentos in vitro automatizados para determinagio
da digestibilidade aparente ou verdadeira da matéria seca, realizando-se no segundo estidgio da analise,
respectivamente: 1) incubagdo em solugdo acida de pepsina por 48 h; ou 2) refluxo com solucdo de
detergente neutro. Utilizaram-se amostras pertencentes a seis classes de alimentos comumente
empregados na formulagdo de dietas para bovinos (Tabela 1), a saber: (1) quatro extrusas coletadas em
pastagens tropicais; (2) quatro amostras de cana-de-agucar; (3) quatro forragens de leguminosas; (4)
quatro forragens de gramineas tropicais; (5) dois concentrados protéicos; e (6) dois concentrados
energéticos. As amostras de alimentos foram pré-secas em estufa de ventilagdo forgada (72 h, 55°C) e
moidas (1 mm).

Tabela | Composigéo quimica (% da matéria seca) dos alimentos avaliados no estudo”

Alimentos PB FDN FDA
Extrusa de capim-elefante (Pennisetum purpureum) — pastagem com 30 dias

de descanso - 1° dia de pastejo 154 72,2 41,1
Extrusa de capim-elefante (45 dias de descanso; 12 dia de pastejo) 10,5 77,0 46,6
Extrusa de Cynodon spp. (28 dias de descanso; estagdo das chuvas) 146 64,0 28,6
Extrusa de Cynodon spp. (38 dias de descanso; estagio da seca) 143 60,5 34,0
Cana-de-agucar (Saccharum officinarum, L.) — cultivar CB-47355 2,9 51,6 31,4
Cana-de-actcar — cultivar SP-811520 29 53,8 34,1
Cana-de-actcar — cultivar NA-5679 1,4 48,9 31,2
Cana-de-agucar — cultivar IAC 915156 3,5 49,1 35,3
Cratylia argentea 20,4 50,1 35,8
Amendoim-forrageiro (Arachis pintoi) — 20 dias de crescimento 12,8 52,2 44,0
Feijao-guandu (Cajanus cajan) — 5 meses de rebrota 16,8 50,0 39,8
Leucena (Lecaena leucocephala) — 1 ano de rebrota 28,8 30,3 259
Brachiaria brizantha cv. Xaraés 11,6 58,9 35,7
B. decumbens 13,2 57,6 33,3
Panicum. maximum cv. Mombaca 10,2 64,0 41,7
P. maximum cv. Tanzénia 124 61,1 37,6
Farelo de soja 50,2 9,8 -
Farelo de algodao 40,4 31,8 22,5
Fuba de milho 10,4 6,9 3,5
Farelo de trigo 17,8 - -

PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro e FDA = fibra em detergente acido

As amostras dos alimentos pertencentes as classes (1), (2) e (5) foram incubadas em duplicata em
dois dos quatro jarros de fermentagdo da “Incubadora In vitro” modelo TE-150 (Tecnal Equipamentos
para Laboratorio, Piracicaba, SP), em sacos confeccionados em TNT-100 (Tecido-ndo-tecido, 100%
polipropileno; 5,5 x 5,5 cm). Além destes, foram incubados também dois sacos vazios (“prova em
branco”) e dois outros contendo amostra de forragem de digestibilidade conhecida (“alimento-padrido™),
totalizando 24 sacos em cada um dos dois jarros de fermentacdo, que continham 1.200 mL de solugdo
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ruminal, coletado de vaca Holandés x Zebu fistulada no ramen, mantida em pastagem formada por
forrageiras de clima tropical. O mesmo procedimento foi adotado na incubag@o das amostras pertencentes
as classes de alimentos (3), (4) e (6). Depois de 48 h de incubagdo, dois jarros contendo amostras dos
alimentos pertencentes a cada classe avaliada foram retirados, sendo os sacos de incubag@o encaminhados
para refluxo (60 minutos) com solugdo de detergente neutro (SILVA & QUEIROZ, 2002) no
equipamento “Determinador de Fibras” modelo TE-149 (Tecnal Equipamentos para Laboratério,
Piracicaba, SP). Depois disto, foram secos em estufa regulada a 55°C, e pesados, visando aos calculos de
digestibilidade verdadeira in vitro da MS. Nos outros dois jarros de fermentagéo, foram adicionados 96
mL de acido cloridrico (HCI) a 7,4% (v/v) e 48 mL de pepsina 1:10.000 a 5% (p/v). Depois de 48 h de
incubagdo, foram lavados em 4gua corrente (até a mesma tornar-se limpida), secos em estufa (55°C) e
pesados, visando aos célculos de digestibilidade aparente in vitro da MS. O indculo dispensado nos
quatro jarros de fermenta¢do da “Incubadora In vitro” foi obtido de uma mesma aliquota, processada em
quantidade suficiente para, sendo a temperatura de incubagdo mantida em 39°C. O experimento foi
analisado, utilizando delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 6 (dois
procedimentos in vitro de determinagéo da digestibilidade x seis classes de alimentos), com os alimentos
de cada classe sendo as repeticdes.

Resultados e Discusséo

De modo geral, os valores de digestibilidade da MS determinados pelos dois procedimentos in
vitro avaliados foram superiores aqueles publicados na literatura para alimentos similares. Da mesma
forma, para o “alimento-padrdo”, foram observados coeficientes de digestibilidade in vitro superiores em
relagdo ao valor real. Varios autores relataram que coeficientes de digestibilidade in vitro determinados
em sistemas automatizados de fermentag¢ao foram superestimados em relagdo aqueles obtidos de métodos
tradicionais, realizados em tubos individuais (VOGEL et al., 1999). No presente estudo observou-se que
os sacos confeccionados com TNT-100 freqiientemente desfiavam-se, facilitando a adesdo de particulas
suspensas da solugdo tamponada. Houve efeito de classe de alimentos (P<0,0017), mas ndo foi observada
diferenga (P>0,05) nos valores de digestibilidade aparente e verdadeira da MS, determinados pelos dois
procedimentos in vitro. Também néo foi observada interagdo entre os fatores estudados (P>0,05). Em 14
dos 20 alimentos avaliados, houve maior precisdo nos resultados obtidos a partir do emprego do
procedimento de determinag@o da digestibilidade verdadeira da MS, haja vista ter apresentado os menores
desvios-padrao das médias.

Conclusdes

A adogdo do refluxo com solugcdo de detergente neutro no segundo estdgio do método de
determinagdo da digestibilidade in vitro da matéria seca permite economia de tempo e recursos, com
resultados similares aos obtidos pelo método de incubagio em solugdo de pepsina acida.

A despeito de otimizar a utilizagdo dos recursos humanos, financeiros ¢ de infra-estrutura do
laboratorio, o emprego do equipamento automatizado de fermentagdo para determinacdo da
digestibilidade in vitro da matéria seca deve estar condicionado aos resultados decorrentes da
implementagdo de novos estudos, com énfase nos relacionados ao material utilizado na confec¢do dos
sacos de incubagao.
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