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RESUMO

Os ensaios de determinacdo da digestibilidade in vitro sdo mais rapidos, praticos e econémicos
quando comparados aos ensaios in vivo. Este estudo objetivou identificar e avaliar diferentes
técnicas de determinacdo in vitro para coelhos, determinando a degradabilidade, digestibilidade,
producdo de gases e cinética de fermentacdo. Foram utilizados sete grupos de coelhos doadores,
compostos cada um por trés animais de 75 dias de idade, que recebiam sete diferentes dietas
experimentais divididas em tradicional, simplificada e semi-simplificadas. A avaliacdo dos métodos
de digestibilidade in vitro foi realizada através de dois métodos. O primeiro consistiu do método in
vitro de producéo de gases onde cada grupo forneceu material para uma repeticdo de todas as dietas
experimentais avaliadas (tratamentos), sendo consideradas 49 unidades experimentais. Foi medida a
pressdo em intervalos previamente definidos e através de equagdo matemaética se determinou o
Volume de Gases Produzido (VGP). Foram determinadas também a correlacdo entre a
digestibilidade in vivo e a degradabilidade in vitro bem como entre a digestibilidade in vivo e o
VGP. O segundo método in vitro consistiu do tradicional de duas etapas, modificado de tal forma
que foram utilizadas quatro diferentes técnicas, sendo modificados o tempo da primeira fase (12 ou
24h) e 0 meio para execucdo da segunda fase (digestdo acida com pepsina ou digestdo com o
detergente neutro). Como indculo, foi utilizada mistura de material colhido a partir do ceco de
coelhos de 75 dias de idade. Foram avaliadas sete dietas experimentais sendo uma tradicional, uma
simplificada e cinco semi-simplificadas. Para obtencdo dos valores base foi realizado experimento
in vivo, antes da determinagdo in vitro. Ao estudo da modificagdo do tradicional método de duas
etapas, foram feitas somente comparagdes descritivas e regressdao simples. Foram observadas
diferencas significativas entre a degradabilidade da matéria seca e degradabilidade da matéria
organica, bem como para o volume de gases produzidos. A dieta referéncia apresentou 0s maiores
valores de degradabilidade in vitro bem como de VGP. As equacg0es de regressao linear encontradas
apresentaram elevado coeficiente de determinacdo, indicando a possibilidade de utilizagcdo da
técnica de producéo de gases. Em relacdo as modificacBes propostas ao método de digestibilidade
in vitro proposto por Tilley e Terry, dentre as metodologias testadas, a de 12 h de fermentacdo, com
posterior digestdo &cida com pepsina, apresentou maior similaridade com os valores in vivo. A
partir da regressdo linear, foi verificada alta correlagéo entre os dados de digestibilidade in vivo e de
digestibilidade in vitro obtidos em todas as metodologias. Os métodos de digestibilidade in vitro se
mostraram eficientes na avaliagdo dos alimentos para coelhos.

Palavras Chave: cunicultura, producdo de gas, técnica semi-automatica, Tilley e Terry.
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ABSTRACT

Tests to determine the in vitro digestibility are faster, practical and economical when compared to in
vivo. This study aimed to identify and evaluate different in vitro techniques, to determine the
degradability, digestibility, gas production and fermentation kinetics for rabbits. Seven groups of
donor rabbits, each one with by 3 animals of 75 days of age, received seven different experimental
feed (one traditional, one simplified and five semi — simplified) were used. The evaluation ofin
vitro methods was made using two tests. The first consisted of in vitro gas production method
where each group provided a repetition of all the tested diets (treatments), being considered 49
experimental units. The pressure was measured at predefined intervals and by mathematical
equation the determination of the Volume of Gas Produced (VGP) was made. The correlation
between in vivo digestibility and degradability in vitro and between in vivo digestibility and VGP
was also determined. The second method consisted of the in vitro by two step method, modified.
Four different techniques were used, varying the time of the first stage (12 and 24h), and the form
of execution of the second phase (acidic pepsin digestion or digestion with neutral detergent). A
mix of material was used as inoculum to mix the material collected from the 75 day old rabbit
cecum. To determine base values, an experiment in vivo took place.The same experimental diets
were utilized. To study the modification of the two stage traditional test, only descriptive
comparisons and simple regression were made. Significant differences between the degradability of
dry matter and the degradability of the organic matter was observed, as well as the VGP. The
reference diet had the highest values of in vitro degradability as well as VGP. The linear regression
equations found high coefficient of determination, indicating the possibility of using the technique
of gas production. About the changes to the traditional test, the fermentation of 12 h with
subsequent acid digestion with pepsin, showed a greater similarity with the values in vivo. From the
linear regression, there was a high correlation between the data of digestibility in vivo and in
vitro obtained from all methodologies, considering the exclusion of data obtained from diets
containing cassava leaves flour. In vitro methods proved to be efficient in the evaluation of feed for
rabbits.

Key words: rabbit production, gas production, semi-automatic method, and Terry Tilley.

RESUMEN
Las pruebas para determinar la digestibilidad in vitro son mas rapidas, practicas y econémicas en
comparacion con las pruebasin vivo. Este estudio tuvo como objetivo identificar y evaluar
diferentes metodologias para la valoracion in vitro de los alimentos para conejos, determinando la
degradabilidad, la digestibilidad, la produccion de gas y la cinética de fermentacion. Se utilizaron
siete grupos de conejos para la donacion de inoculo, cada uno compuesto por tres animales de 75
dias de edad, que recibieron siete diferentes dietas, divididas en tradicional, simplificada y
semisimplificadas. Las evaluaciones in vitro para conejos se realizaron utilizando dos métodos. El
primer método consistio en la produccion semiautomatica de gas, donde cada grupo ha
proporcionado material para una repeticion de todas las dietas experimentales evaluadas
(tratamientos), considerando siete repeticiones y 49 unidades experimentales. Se midio la presion de
gas a intervalos definidos previamente y por una ecuacion matematica se determind el volumen de
gas producido (VGP). Fueran determinadas también la correlacion entre la digestibilidad in vivo y
degradabilidad in vitro ademéas de la digestibilidad in vivo y el VGP. El segundo experimento
consistio del tradicional método de dos etapas modificado de modo que se utilizaron cuatro
metodologias diferentes. Hubo la modificacién del tiempo de la primera etapa (12 o 24h) y los
medios para la ejecucion de la segunda etapa (digestion acida con pepsina o la digestién con
detergente neutro). Como in6culo se utiliz6 una mezcla de material recogido de ciegos de conejos
de 75 dias de edad, que han recibido las mismas dietas experimentales sefialadas anteriormente.
Para obtener los valores basicos se llevo a cabo un experimento in vivo antes de la determinacién in
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vitro. Para evaluar la modificacion del método tradicional de dos etapas se hicieron comparaciones
descriptivas y regresion simples. Se observaron diferencias significativas entre la degradabilidad de
la materia seca y la degradabilidad de la materia organica, asi como el volumen de gas producido.
La dieta referencia tuvo los mas altos valores de degradabilidad in vitro, asi como VGP. Las
ecuaciones de regresion lineal tuvieron elevado coeficiente de determinacion, lo que indica la
posibilidad de utilizar la técnica de produccion de gas para la valoracién de la digestibilidad de los
alimentos. En cuanto a los cambios propuestos en el método de digestibilidad in vitro en dos etapas,
una de las metodologias probadas, la de 12h de fermentacion con posterior digestion &cida con
pepsina, mostré una mayor similitud con los valores in vivo. A partir de la regresion lineal, hubo
una alta correlacion entre los datos de la digestibilidad in vivo y digestibilidad in vitroobtenido en
todas las metodologias. Los métodos de digestibilidad in vitro fueron eficaces en la evaluacion de

los alimentos para conejos.

Palavras Clave: cunicultura, produccion de gas, técnica semi-automatica, Tilley y Terry.

INTRODUCAO

A determinacgéo da digestibilidade dos
nutrientes para os animais normalmente é
baseada em métodos que demandam tempo,
grande quantidade de alimentos e mao de
obra, dentre outros. Nos ultimos anos se
desenvolveram vaérias técnicas para simulacao
e quantificacdo do aproveitamento digestivo
dos nutrientes. Os ensaios in vitro avaliam a
digestibilidade de forma répida, econdmica,
podendo apresentar alta correlacdo com as
determinacdes in vivo (Mauricio et al., 2003)

Tradicionalmente, o0 método proposto
por Tilley e Terry (1963) vem sendo
extensamente utilizado na avaliacdo dos
alimentos para ruminantes, sendo modificado
e adaptado para utilizacdo em outros animais,
dentre eles o coelho, como apontado por
Euler et al. (2009). As técnicas de
digestibilidade in vitro baseadas na producéo
de gases durante a simulagdo das
fermentacOes bacterianas proporcionam maior
elevada

acuracia, repetibilidade e

sensibilidade, sendo possivel o estudo da

cinética de fermentacdo. A metodologia semi-
automatica proposta por Mauricio et al.
(1999) é uma excelente ferramenta, medindo
a pressdo interna de frascos de vidro com
amostras em fermentacdo, podendo ser
calculado o volume de gases produzido, o
qual é proporcional a quantidade de matéria
seca fermentada. Para estudo da cinética de
fermentacdo, é aplicado o modelo de France
et al. (1993).

Ensaios avaliando a digestibilidade in
vitro tém sido utilizados por alguns autores na
avaliacdo dos alimentos para coelhos (Souza
et al., 1998; Calabro et al., 1999; Ferreira et
al., 2001; Coelho et al., 2008; Euler et al.,
2008; Euler et al., 2009). Entretanto estas
metodologias ainda ndo foram validadase
ainda restam vérias davidas sobre o assunto.
Assim, este trabalho teve como objetivo
principal avaliar diferentes metodologias
alternativas, baseadas nos métodos de
producdo semiautomatica de gases e no

método proposto por Tilley e Terry (1963).
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MATERIAL E METODOS
Condicdes gerais

Os experimentos foram realizados nos
Laboratorios de Nutricio Animal e de
producdo de gases do departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Minas
Gerais, em Janeiro de 2010.

Foram utilizadas  sete  dietas
experimentais, com diferentes composicdes
quimico-bromatoldgicas (tabela 01), sendo
denominadas de referéncia, simplificada com
base na mistura entre Farinha das Folhas de
Mandioca (FFM) e Feno de Alfafa (FAL),
semi-simplificada com base em Feno do
Terco Superior da Rama da Mandioca
(FTSRM), semi-simplificada com base em
FAL, semi-simplificada com base em FFM,
semi-simplificada com base na mistura de

FFM e FAL e semi-simplificada com base na

FTSRM e

representativa desse material foi amostrada

mistura entre FAL. Parte

para 0s ensaios, sendo a granulometria
reduzida a partir de moinho analitico,
utilizando peneira de um milimetro.

O material cecal foi retirado de
coelhos que recebiam as dietas experimentais,
sendo esses animais abatidos no periodo da
manhd, a partir das 8h. Para a coleta dos cecos
foram utilizados coelhos da raca Nova
Zeléandia branca, de ambos os sexos, com 75
dias de idade, mantidos em gaiolas de aco
galvanizado, utilizando bebedouros chupeta e
comedouros semi-automaticos. Os cecos
foram retirados e acondicionados em garrafas
térmicas, previamente aquecidas e
transportados imediatamente aos laboratorios,
buscando-se a0 maximo a manutencdo da

temperatura original.

Tabela 01 - Composicao analisada das dietas experimentais oferecidas aos
coelhos doadores de indculo cecal.

Dietas experimentais

Ingredientes REF SFA SSM SSA SSF SSFA SSMA
Feno de alfafa 37,735 47,000 - 83,759 - 41,039 40,095
Farinha das folhas de mandioca - 41,826 - - 78,410 40,000 -
Feno terco superior da rama da mandioca - - 70,329 - - - 37,282
Milho 7,548 - 8,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Farelo de soja 4,184 - 10,000 0,043 6,874 5,525 6,020
Farelo de trigo 25,000 - - - - - -
Oleo de soja - 5,327 5,961 5,363 4,282 4,811 6,000
Milho desintegrado com palha e sabugo 20,000 - - - - - -
Premix* 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Fosfato monoamdnio 0,979 0,571 0,578 0,647 0,434 0,534 0,603
Sal comum 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Melago em po 2,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Bentonita 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Calcario 0,544 - - 0,187 - 0,091 -
DL-metionina 0,011 - - - - - -
Lisina-HCI - 0,276 0,133 - - - -
Principios nutritivos REF SFA SSM SSA SSF SSFA SSMA
Matéria seca (MS) 91,31 91,12 91,12 91,18 90,17 90,26 90,89
Proteina bruta (PB) 15,15 17,13 17,42 16,41 17,76 19,55 17,47
Matéria mineral 8,43 9,56 9,04 9,77 7,93 8,62 9,47
Fibra em detergente neutro (FDN) 36,35 32,95 46,53 42,16 31,26 33,71 41,30
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Fibra em detergente acido (FDA) 16,46
Nitrogénio insollvel em detergente &cido 0,67
(%FDA)

Proteina bruta lignificada (%)? 4,58
Hemiceluloses (FDN - FDA) 19,89
Lignina em detergente acido (LDA) 2,71
Celulose (FDA — LDA) 13,75
Relacdo LDA/Celulose 0,20
Célcio 0,91
Fosforo 0,69
Energia bruta (kcal/kg) 3945
Energia digestivel*(kcal/kg) 2519

23,76
1,74

15,12
9,19
8,17
15,59
0,52
1,40
0,47
4391
2394

27,71 25,52 23,74 23,83 26,67
1,62 0,96 2,68 2,24 1,68
16,14 9,30 15,76 17,03 15,38
18,82 16,64 7,52 9,88 14,63
8,79 7,05 8,86 8,16 8,78
18,92 18,47 14,88 15,67 17,89
0,46 0,38 0,60 0,52 0,49
1,42 1,34 1,09 1,32 1,35
0,47 0,43 0,38 0,45 0,48
4356 4214 4524 4294 4327
2156 2204 2453 2326 2196

REF: referencia, SFA: dieta simplificada com base na mistura entre farinha das folhas de mandioca (FFM) e feno de alfafa (FAL),
SSM: semi-simplificada com base em feno do terco superior da rama da mandioca (FTSRM), SSA: semi-simplificada com base em
FAL, SSF: semi-simplificada com base em FFM, SSFA: semi-simplificada com base na mistura de FFM e FAL, SSMA: semi-

simplificada com base na mistura entre FTSRM e FAL

'ED (kcal/kgMS)= EB(kcal/kg MS) x (84,77 — 1,16 X %FDA MS)/100 (De Blas e Mateos, 1998)
2Se esta denominando de PB lignificada aquela fragdo da PB contida no residuo de FDA

Ensaio de digestibilidade in vitro com
producdo de gases
do de

digestibilidade in vitro a partir da producéo de

Para avaliacdo método
gases, cada grupo de trés coelhos, que

recebiam uma determinada dieta
experimental, forneceu material para uma
repeticdo de cada tratamento, o qual consistiu
de cada uma das sete dietas experimentais
descritas na tabela 01. Houve um total de sete
repeticdes e 49 unidades experimentais. Para
medicdo da producdo de gases, foram
utilizados trés frascos por repeticdo, cada um
constituindo de uma réplica, num total de 147
frascos. Em cada bandeja foram mantidos trés
frascos em branco, contendo somente o
liquido cecal e 0 meio de cultura

Um grama de amostra foi adicionado
aos frascos de fermentacdo (160 mL)
previamente injetados com COy. Os frascos
foram vedados com rolhas de silicone,
garantindo a manutencdo dos gases em seu

interior. Para evitar que qualquer tipo de

fermentagdo ocorresse, os frascos foram
mantidos a 4°C durante a noite, até a
inoculacdo no dia seguinte.

O meio de cultura utilizado foi a
solucédo de Theodorou et al. (1994), composta
95 gd/lL
Na:HPO4.12H,0, 6,2 g/L KH2PO4 e 0,6 g/L
MgS0Os4.7H20), solugdo micromineral (132
g/L CaCl>.2H20, 100 ¢g/L MnCl2.2H20, 10
g/L CoCl2.6H.O e 80g/L FeCls.6H-0),
solucdo tampéo (4 g/L de NH4COs e 35 g/L
de NaHCOg), (0,01 g/L de
Rezasurin) e agente redutor (625mg de HCI

por solucdo  macromineral

indicador

Cysteine, 95 mL de &gua destilada, 4 mL de
NaOH 1M e 625 mg de Na>S.9H,0), sendo as
solugdes misturadas na seguinte ordem e
proporc¢do: 500 mL de &gua destilada, 200 mL
de solucdo tampdo, 200 mL de solugédo

macromineral, 0,1mL de solugéo
micromineral e ImL de solugéo indicadora.
O material cecal foi diluido na

proporcao 1:1 com a solucdo de Theodorou et

al. (1994), previamente preparada, € mantida
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aquecida a 39°C. Esse procedimento €
necessario, haja vista a alta viscosidade do
material cecal, permitindo a filtracdo.
Posteriormente, 10mL desse inoculo foi
adicionado a cada um dos frascos, através de
seringa graduada. Esses frascos, pre-
aquecidos, ja continham 90mL do meio de
cultura. Em seguida, os frascos foram
manualmente agitados e colocados em estufa
a 39°C (tempo zero). A pressdo originada
pelos gases acumulados na parte superior dos
frascos foi medida por intermédio de um
transdutor de pressdo (tipo T443A,
Bailey&Mackey, Inglaterra) conectado em
sua extremidade a uma agulha (0,6 mm).
Apds a leitura, o transdutor foi removido e a
agulha permaneceu inserida na tampa por
alguns segundos para completa estabilizagéo
entre a pressao interna e externa. Logo apos,
os frascos foram agitados e recolocados na
estufa. As leituras de pressao foram tomadas
no periodo de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21 e
24 horas apds o inicio da incubagdo. No final
do periodo de fermentacédo, os frascos foram
colocados na geladeira a 4°C para interrupgédo
do processo fermentativo. O conteldo
restante no frasco foi filtrado em cadinhos de
borossilicato (porosidade 1) usando bomba a
vacuo. Os cadinhos, previamente preparados,
foram secos a 105°C, durante 4 h, resfriados
em dessecador e pesados para que fossem
calculados os valores de degradabilidade da

matéria seca (MS) e matéria organica (MO),

sendo essa Ultima determinada apdés a
calcinagdo do cadinho por 3h a 500°C.

Os dados de pressdo (P = pressdo por
polegada quadrada) foram utilizados para o
calculo do volume de gases produzidos
através da equacdo matematica:

V = -0,004 (s.e. 0,06) + 4,43P (s.e.
0,043) + 0,051 P? (s.e. 0,007)

A férmula anterior, desenvolvida por
Mauricio et al. (2003), relaciona pressao e
volume sendo especifica para este laboratorio,
situado na cidade de Belo Horizonte. Os
dados de volume de gas produzido foram
somados e convertidos para 1g de MS. Apos,
foi descontada a producdo média de gas
advinda dos trés frascos em branco de cada
bandeja.

Para estudo da cinética de
fermentacao, foi utilizada o modelo (France et
al., 1993):

Y=A{l-exp [—b(t—L)—cx(\/t—\/L)]} (1)

Onde:

Y = producdo cumulativa de gases (mL)

A = assintota ou potencial méaximo de
producdo de gases

L = tempo de colonizagéo (lag time)

B (h ™Y ec (h %) = taxas fracionais
constantes.

A taxa fracional (h ) combinada com a
producdo de gases () foi calculada sendo:
u=b+c/2Vt (2)

Onde: p = taxa de producéo de gases (h™)

b e ¢ = pardmetros semelhantes ao da equagédo

1)
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t = tempo de incubacdo em horas.

Foram determinadas as correlacfes
entre a producdo total de gases (PTG) e a
digestibilidade in  vivo  determinada
previamente. Também os dados de
degradabilidade foram comparados aos de
digestibilidade in vivo, para identificacdo de
alguma correlacao.

Os dados de degradabilidade in vitro
da MS e MO das dietas e volume de gas
produzido (VGP) foram submetidos a andlise
de variancia e as médias foram comparadas
através do teste Scott-Knott, ao nivel de 5%
de  probabilidade, num  delineamento
inteiramente  casualizado, utilizando o0s
recursos computacionais do programa
SISVAR.  Foram

comparagOes entre a degradabilidade obtida a

realizadas  também
partir dos sete diferentes grupos de coelhos
fornecedores de indculos cecal. Aos demais
dados obtidos, foram feitas comparacdes

descritivas.

Ensaio de digestibilidade in vitro com
diferentes modificacGes a partir do método
proposto por Tilley e Terry (1963)

Para avaliagdo das modificacOes
propostas a0 método, varias metodologias
foram propostas, sendo:

Metodologia 1 (M1) — Método de Tilley e
Terry (1963), com 24 h de fermentagdo e

in6culo cecal.
a) Primeira etapa

Pesou-se 0,25 g de amostra, sendo

transferida para bolsas de filtro (Filter Bags F-
57), previamente pesadas e numeradas. As
bolsas de filtro foram acondicionadas no jarro
de fermentacdo do aparelho Daisy Il (Ankom
Tecnology). Adicionou-se ao jarro 1330 mL
da solucdo A (10,0 g/L KH2POs4 0,5 g/L
MgS0O4.7H20; 0,5 g/L NaCl; 0,1 g/L
CaCl,..2H20 e 0,5g/L de uréia) e 266 mL da
solucdo B (15,0 g/L NaCOsz 1,0 ¢/L
Na2S.9H20) sendo pré aquecidas a 39°C. Foi
conferido o pH dessa solucdo final, que ficou
em 6,8. Adicionou-se ao jarro, 400mL de
in6culo cecal previamente diluido com o meio
de cultura na propor¢do 1:1. Esse
procedimento é necessario, em funcédo da alta
viscosidade do inoculo cecal. Saturou-se, com
CO2, 0 meio sobre a superficie do jarro.
Incubou-se durante 24 horas, a 39°C, no
aparelho especificado.
b) Segunda etapa

Apbs a incubacdo, foi adicionado
40mL de HCI 6,0 N e 8g de pepsina 1:10000.
Incubou-se novamente, por mais 24 horas, a
39°C. ApoGs, as bolsas de filtro foram
removidas, lavadas com agua e colocadas em
estufa a 105°C, durante quatro horas.
Resfriou-se em dessecador e apés foram feitas
pesagem e registro.

Metodologia 2 (M2) — Reducdo do tempo de

incubacdo da M1.

Considerando que o tempo de
fermentacdo em coelhos € relativamente
curto, nesta metodologia, se reduziu o tempo

de incubagdo da primeira fase do teste de



Revista Brasileira de Cunicultura, v. 6, n.1, Setembro de 2014 — Disponivel em http://www.rbc.acbc.org.br/artigo/artigos-
cientificos/metodos-de-digestibilidade-in-vitro-na-avaliacao-dos-alimentos-para-coelhos

Tilley e Terry (1963) para 12h. A segunda
etapa ndo foi alterada. As demais condigGes

foram semelhantes as descritas em M1.

Metodologia 03 (M3) — Metodologia M1 com

posterior tratamento com o detergente neutro.

A primeira etapa desta metodologia
seguiu a primeira etapa da M1. Na segunda
etapa, o residuo foi submetido ao detergente
neutro, conforme a metodologia proposta por
Van Soest et al. (1991) para determinacdo da
FDN. As demais

semelhantes as descritas em M1.

condicdes  foram

Metodologia 04 (M3) — Reducdo do tempo de

incubacdo da M1 com posterior tratamento

com o detergente neutro.

O tempo utilizado na primeira fase
desta metodologia foi de 12h. Assim como
descrito na M3, foi utilizada segunda digestédo
com o detergente neutro. As demais
condicbes foram semelhantes as descritas em
M1.

A cada jarro de fermentacdo, foram
adicionadas 17 bolsas de filtro, sendo 14
referentes as amostras (duas de cada dieta
experimental), duas provas em branco e uma
testemunha (feno de alfafa).

A equacdo utilizada para calculo da
digestibilidade in vitro da MS, utilizando-se
de diferentes metodologias, foi a seguinte:

DivMS(%) = [(MSI - (MSF-MSB)] x 100

MSI

Onde:

DivMS = Digestibilidade in vitro da MS, MSI
= quantidade de matéria seca inicial, MSF =
quantidade de matéria seca final e MSB =
quantidade de matéria seca do branco.

Para esse teste, foi feita uma mistura
de material cecal colhido a partir de coelhos
de 75 dias de idade, que recebiam diferentes
dietas experimentais. Em  todas as
metodologias, o contetdo cecal foi misturado
as solucdes tampdo, na proporcédo de 1:1, para
confeccdo do indculo cecal, e mantido a
39°C.

Aos resultados foi feita somente
analise descritiva, utilizando-se regresséo
simples a partir dos dados de digestibilidade
in vivo da MS comparando com os dados
obtidos  previamente em ensaio de

digestibilidade com animais vivos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1) Técnica in vitro semi automatica de
producédo de gases
Os resultados para a degradabilidade
in vitro da MS e MO (DMS e DMO) das
dietas sdo apresentados na tabela 2. Pode-se
verificar que houve diferengas (p<0,05) na
DMS e DMO das diferentes dietas testadas.
Nota-se que a maior capacidade de
aproveitamento digestivo da MS e MO da
dieta REF, evidenciada pela sua menor
quantidade de FDA (16,46%), menor
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quantidade de LDA (2,71%) e maior
quantidade de hemiceluloses (19,89%), foi
confirmada pela maior degradabilidade
observada para essa dieta (p<0,05). Na
comparacdo entre a origem dos indculos,
aquele provido dos coelhos que recebiam o

tratamento SSA apresentou resultado superior

de DMO. Os resultados indicam que coelhos
que recebiam dietas altamente fibrosas como
a SSM, SSA e SSMA, apresentaram altos
valores de DMO em funcdo da origem dos
indculos, havendo selecdo de microrganismos

cecais, a partir de dietas mais fibrosas.

Tabela 02 — Degradabilidade in vitro da matéria seca (DMS) e matéria organica (DMO) de dietas

tradicional, simplificada e semi-simplificadas ap6s 24h de inoculag&o.

Dietas experimentais

Parametro REF SFA SSM SSA SSF SSFA SSMA  CV (%)
Degradabilidade in vitro
DMS 45,38a 31,44b 27,69c 3220b 32,76b 3253b 2997c 7,48
DMO 48,01a 34,48b 29,77b 34,85b 3455b 3514b 31,70b 13,10
Degradabilidade em funcéo da origem dos indculos*
DMS 31,25a 31,34a 3431la 3658a 31,79a 32,67a 34,04a 17,77
DMO 35,06b 33,35b 37,20b 4391a 2930b 3390b 3580b 16,92
Digestibilidade in vivo (previamente realizada)

DMS 65,57 53,91 56,94 53,07 57,29 57,52 -
DMO 67,25 54,13 56,69 52,75 56,98 56,82 -

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
*A doacdo do in6culo foi feita por cada grupo de trés coelhos que recebiam cada uma das dietas experimentais
REF: referencia, SFA: dieta simplificada com base na mistura entre farinha das folhas de mandioca (FFM) e feno de alfafa (FAL),
SSM: semi-simplificada com base em feno do terco superior da rama da mandioca (FTSRM), SSA: semi-simplificada com base em
FAL, SSF: semi-simplificada com base em FFM, SSFA: semi-simplificada com base na mistura de FFM e FAL, SSMA: semi-

simplificada com base na mistura entre FTSRM e FAL

E necessario enfatizar que a
degradabilidade considera somente o estagio
de degradacdo cecal. Os valores de
degradabilidade observados serdo sempre
inferiores aos de digestibilidade determinados
em estudo in vivo, onde acontecem pelo
menos dois estagios de digestdo. E importante
que as equacbes que correlacionam os dois
parametros, tenham alto coeficiente de
determinacdo, para maior confiabilidade e
melhor predicdo do fenbmeno bioldgico.

A grande variagao entre 0os metodos in
vitro e condicdes utilizadas, na avaliacdo de
alimentos para coelhos, dificulta as

comparagOes entre os diferentes trabalhos.

Coelho et al. (2008) avaliaram cinco dietas
para coelhos e verificaram valores de
degradabilidade da MS apos 24h de 47,95 a
51,14, sendo esses valores superiores aos aqui
observados, exceto pela dieta referéncia, a
qual apresenta maior similaridade com as
dietas avaliadas pelos autores. Euler et al.
(2008) perceberam valores de 47,56 a 50,53%
para DMS e valores de 53,80 a 56,67% para
DMO, quando ragdes, com diferentes niveis
de lithothamnium sp. foram avaliadas pela
técnica semi-automatica de producdo de
gases. Embora ligeiramente superior ao
observado para o tratamento referéncia, a

degradabilidade observado pelos autores é
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bastante alta em comparacdo a observada aqui
para os tratamentos SFA, SSM, SSA, SSF,
SSFA e SSMA, que continham altos niveis de
FDA (23,74 a 27,71%) e LDA (7,05 a
8,86%).
Carmona (2000) avaliaram dietas com

Pascual, Cervera e Fernandez-

diferentes niveis de FDA, através de
diferentes técnicas de digestibilidade in vitro.
Para os niveis de fibra proximos aos
utilizados neste ensaio (17,5; 23,3 e 31,3% de
FDA na MS), foram obtidos valores médios
de 68,87; 44,59 e 45,04% para 0s métodos
multienzimatico, incubacdo durante 36h com
indculo cecal e incubacdo pelo mesmo
periodo usando inéculo fecal,
respectivamente, sendo  esses  valores
superiores aos aqui observados. Ja Calabré et
al. (1999) verificaram degradabilidades de
49,6 a 70,8 para a MS e 53,8 a 70,8 para a
MO, de 10 diferentes dietas, ap6s 96 h de
fermentacao.

A partir dos dados de digestibilidade
in vivo, determinados em experimento prévio,
e da degradabilidade in vitro para a MS e
MO, aqui observados, foi possivel a
elaboracdo de equacOes lineares: y =
0,6446x + 35,57 (R?> = 0,76)

MO: y=0,7353x + 30,882 (R? = 0,80)
Onde: y = valor de digestibilidade in vivo,

x = valor de DMS para a primeira equagao e
valor de DMO para a segunda equacao.

Nota-se  que  essas  equacgdes
correlacionam os dois parametros de forma

confiavel, pois o coeficiente de determinagéo

(R?) é proximo a 1,00 (Sampaio, 2002).
Contudo, alguns alimentos apresentam
caracteristicas antinutricionais que podem
favorecer ou desfavorecer a digestibilidade in
vivo e in vitro, diretamente ou indiretamente.
Percebe-se grande variagdo no teor de
proteina lignificada, entre os tratamentos,
principalmente nas dietas SFA e SSF e SSFA
que continham farinha das folhas de
mandioca (FFM). No processo de fabricagdo
deste ingrediente, a parte aérea da mandioca
passa por altas temperaturas (superior a
100°C), ocorrendo reacdo de Maillard,
caracterizada pela ocorréncia de aroma
caramelizado, caracteristico das dietas citadas
anteriormente.  Dessa  forma,  havera
consideravel  reducdo no valor de
digestibilidade in vivo, o que colabora para
que haja maior distor¢cdo entre os valores.
Assim, se optou em determinar novamente as
equacOes, excluindo-se os dados das dietas
SFA, SSF e SSFA, sendo obtidas novas
equacdes:
MS: y=0,6054x + 38,097 (R? = 0,97)
MO: y=0,6932x + 33,749 (R? = 0,97)
Onde: y = valor de digestibilidade in vivo
x = valor de DMS para a primeira equagéo e
valor de DMO para a segunda equacao.
Nota-se que o0 coeficiente de
determinacdo R? foi melhorado a partir dessa
modificacdo, embora deva-se considerar que
0 numero de dados para determinagdo da
equacéo tenha se reduzido. Pascual, Cervera e

Fernandez-Carmona (2000) obtiveram elevada



Revista Brasileira de Cunicultura, v. 6, n.1, Setembro de 2014 — Disponivel em http://www.rbc.acbc.org.br/artigo/artigos-
cientificos/metodos-de-digestibilidade-in-vitro-na-avaliacao-dos-alimentos-para-coelhos

correlacdo quando métodos enzimaticos e
fermentativos foram utilizados para predizer a
digestibilidade da MS. Naquele trabalho, o0 R?
obtido, entre a digestibilidade in vivo da MS e
a degradabilidade com 36h de incubagédo foi
de 0,88. Calabré et al. (1999) verificaram
também coeficientes de determinacdo acima

de 0,7 para comparacbes entre a

digestibilidade in vivo e in vitro da MS.
Verifica-se que é possivel a obtencdo dos
valores de digestibilidade in vivo a partir dos
dados de degradabilidade obtidos in vitro. A
tabela 03 apresenta o volume total de gas
produzido em funcdo das diferentes dietas e

do inoculo cecal.

Tabela 03 — Producdo de gas total (mL/g MS) obtida a partir da fermentacéo de dietas tradicional,

simplificadas e semi-simplificadas para coelhos utilizando diferentes fontes de indculo cecal.

Dietas experimentais

Parametro REF SFA SSM

SSA SSF SSFA SSMA CV (%)

Volume de gas produzido

Volume de gas (mL)

136,55a 109,09b 94,95c

111,07b 109,01b 11301b 101,18c 9,74

Volume de gas em fung¢do dos indculos*

REF SFA SSM

SSA SSF SSFA SSMA CV (%)

Volume de gas (mL)

100,68 b 108,73b 119,73a 110,40b 123,03a 11525a 97,04b 12,61

Digestibilidade in vivo (previamente determinada)

DMS 65,57 53,91 54,23
DMO 67,25 54,13 54,28

56,94 53,07 57,29 57,52 -
56,69 52,75 56,98 56,82 -

REF: referencia, SFA: dieta simplificada com base na mistura entre farinha das folhas de mandioca (FFM) e feno de alfafa (FAL),
SSM: semi-simplificada com base em feno do terco superior da rama da mandioca (FTSRM), SSA: semi-simplificada com base em
FAL, SSF: semi-simplificada com base em FFM, SSFA: semi-simplificada com base na mistura de FFM e FAL, SSMA: semi-

simplificada com base na mistura entre FTSRM e FAL

DMS: Digestibilidade da matéria seca; DMO: Digestibilidade da matéria organica.
Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
*A doacéo do indculo foi feita por cada grupo de trés coelhos que recebiam cada uma das dietas experimentais

Pode-se observar que o tipo de dieta,
que o animal doador recebia, influenciou a
producdo de gases, onde o maior volume foi
proporcionado pelo tratamento referéncia, o
qual possui menor teor de FDA, e maior de
carboidratos facilmente fermentaveis, como
as hemiceluloses. As dietas com maior
contetido de FDA apresentaram menor
producdo de gases. O volume de gas foi
influenciado também pela dieta que os
animais recebiam (p<0,05). Diferentemente
do que foi observado para a DMO, o SSA

apresentou valor de volume de gas produzido

inferior ao observado para o0s indculos
provindos de coelhos que recebiam as dietas
SSM, SSF e SSFA.

Euler et al. (2008), quantificaram o
volume total de gas produzido apo6s 24 h, a
partir de cinco dietas, utilizando indculo
fresco, e verificaram valores de 78,43 a
87,46mL, estando esses valores abaixo dos
aqui encontrados.

Fica claro que o tipo de dieta
influencia a permanéncia de microrganismos
especializados. Um mesmo indculo que

proporciona ampla degradabilidade pode ndo
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proporcionar ampla produgdo de gases.
Mauricio et al. (2003) observaram que a
relacdo propionato/acetato pode interferir no
volume de gases produzidos, onde a maior
producdo de acetato favorece a producdo. Ja
Carabario et al. (1988) observaram tendéncia
de aumento nas concentracdes de acetato e
propionato quando na elevacao dos niveis de
fibra. Gidenne et al. (2000) explicam que o
pH e a proporcdo de AGVs do ceco sdo
influenciados pela quantidade e proporcao da
fibra dietética. Um maior contetdo de fibra
proporciona diminuicdo na concentracdo de
butirato e aumento na de acetato, o que pode
favorecer a producdo de gases. Confirmando
essas observacOes, Belenguer et al. (2008)
verificaram diferencas na proporcdo de
AGVs, quando diferentes fontes de fibra e
amido foram utilizadas. Tal efeito foi
observado também na producao de gases.

A partir da regressdo linear entre a

digestibilidade in vivo da MS e MO com o

MS: y=0,2677x + 27,3 (R?=0,69)
MO: y=0,3155x + 22,058 (R?>=0,73)
Onde: y = valor de digestibilidade in vivo(%)

X = volume total de gas produzido
durante 24h (mL)

Assim, como descrito anteriormente,
foram eliminados o0s tratamentos que
continham alta inclusdéo da FFM. Dessa
forma, as novas equacdes obtidas foram:

MS: vy =0,2569x +30,06 (R? = 0,93)
MO: y=0,3056x +24,853 (R? = 0,94)
Onde: y = valor de digestibilidade in vivo(%)

X = volume total de gas produzido
durante 24h (mL).

A figura 1 apresenta a evolucdo da
producdo de gases, durante o experimento.
Nota-se que a maior quantidade de gas é
produzida entre 4 a 8 horas, em fungdo da
fermentacdo de carboidratos sollveis. A
fermentacdo dos carboidratos fibrosos, como
a celulose, se processa apds as 15h, o que

provoca leve inclinagdo, como também

volume total de

propor as seguinte

Volume de gases produzidos

_‘_‘_;_\_‘
Mo MNEDR
,

Volume produzido

[

[=1

0 2 4 [ ]

Tempo de fermentagéo (h)

14 16 18 20 22 24 26

Figura 1 — Volume médio de gases produzidos (produ¢do ndo acumulativa) a partir da fermentagdo microbiana de dietas tradicional,
simplificadas e semi-simplificadas a partir de diferentes indculos cecais, em fungdo do tempo de fermentacéo.

Os parametros de producdo de gases,

estimados pelo modelo de France et al. (1993)

sdo apresentados na tabela 04. O potencial

méaximo de producdo de gases (A), pardmetro
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que representa a maxima producdo de gases verifica-se que a dieta referéncia apresentou a
quando a curva atinge o seu platd, foi superior maior taxa de fermentacdo, provavelmente em
para a dieta referéncia. Para os parametros razdo do maior conteldo de substratos
“fase lag”(L) e taxa de fermentagdao (n), facilmente fermentaveis.

Tabela 04 — Parametros de producédo de gases, estimados pelo modelo de FRANCE et al. (1993),
obtidos a partir da fermentacdo microbiana de dietas tradicional, simplificada e semi simplificadas

para coelhos, utilizando diferentes fontes de in6culo cecal

Dietas Al L (h)? U (h)? R?

REF 150,78297 1,1916 0,1086 0,99
SFA 120,15165 0,5487 0,1020 0,99
SSM 108,86611 1,1159 0,0938 0,99
SSA 124,22698 0,4698 0,0980 0,99
SSF 128,72805 0,7440 0,0820 0,99
SSFA 128,22971 0,3226 0,0924 0,99
SSMA 111,32059 1,0102 0,1027 0,99

REF: referencia, SFA: dieta simplificada com base na mistura entre farinha das folhas de mandioca (FFM) e feno de alfafa (FAL),

SSM: semi-simplificada com base em feno do terco superior da rama da mandioca (FTSRM), SSA: semi-simplificada com base em

FAL, SSF: semi-simplificada com base em FFM, SSFA: semi-simplificada com base na mistura de FFM e FAL, SSMA: se mi-

simplificada com base na mistura entre FTSRM e FAL

L A = assindota ou potencial maximo de produgéo de gases

2 L = tempo de colonizagéo (lag time)

3 1 = taxa de produgéo de gases (h-1)

Método tradicional de digestibilidade in vitro apresentados foram previamente

com fases modificadas determinados a partir da utilizagdo de animais
Os valores encontrados para a ViVos.

digestibilidade in vitro, de acordo com as

diferentes  metodologias  utilizadas, se

encontram na tabela 05. Os valores in vivo

Tabela 05 — Digestibilidade da matéria seca de dietas tradicional, simplificada e semi-simplificadas
de acordo com diferentes metodologias in vitro

Metodologia

Dieta In vivo M1 M2 M3 M4

REF 65,57 72,43 65,55 67,81 68,93
SFA 53,91 57,19 54,22 63,49 66,83
SSM 54,23 56,01 51,70 60,10 63,27
SSA 56,94 57,69 54,02 62,73 63,55
SSF 53,07 59,36 50,86 70,13 67,40
SSFA 57,29 58,07 57,70 67,59 67,42
SSMA 57,52 57,87 51,24 61,74 63,61

REF: referencia, SFA: dieta simplificada com base na mistura entre farinha das folhas de mandioca (FFM) e feno de alfafa (FAL),
SSM: semi-simplificada com base em feno do terco superior da rama da mandioca (FTSRM), SSA: semi-simplificada com base em
FAL, SSF: semi-simplificada com base em FFM, SSFA: semi-simplificada com base na mistura de FFM e FAL, SSMA: semi-
simplificada com base na mistura entre FTSRM e FAL

M1, M2, M3 e M4: Metodologias obtidas apds diferentes adaptacdes da metodologia tradicional proposta por Tilley e Terry (1963).
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Observa-se que as metodologias com a
segunda etapa baseada na digestdo acida com
pepsina (M1 e M2), se mostraram mais
adequadas para estimativas da digestibilidade
in vivo, evidenciado pela maior proximidade
entre os dados obtidos in vivo e in vitro.
Verifica-se grande semelhanca entre obtidos
em M1 e M2 para a dieta SSFA, 0 que nao ¢
observado para a M3 e M4. O tempo de
fermentacdo de 12h para a primeira etapa,
como utilizado em M2 e M4, parece ser o0 que
proporciona resultados mais proximos aos
obtidos in vivo. Deve-se considerar que o
tempo de fermentacdo na espécie cunicula é
curto, quando comparado a outros animais
(De Bléas et al., 2002).

Quando se usou o detergente neutro,
na segunda etapa, as diferencas entre ragoes
de baixa e alta qualidade nutricional foram
reduzidas. 1sso pode ser confirmado pela falta
de ajuste da equacdo linear das metodologias
M3 e M4, em relagdo aos valores de
digestibilidade in  vivo. As  quatro
metodologias apresentaram as seguintes
equacoes:

Metodologia 1: y = 1,1946x — 8,2113(R? =
0,79)

Metodologia 2: y = 1,1006x — 7,6168 (R? =
0,79)

Metodologia 3: y = 0,257x + 40,279 (R? =
0,05)

Metodologia 4: y = 0,7391x + 8,2597 (R? =
0,17)

Onde y = valor de digestibilidade in vivo da
MS

x = valor de digestibilidade in vitro da
MS.

A farinha das folhas de mandioca
contém fatores antinutricionais,
principalmente aminoacidos complexados
com carboidratos (reacdo de Maillard), que
prejudicaram a digestibilidade in vivo, o que
favorece a distorcdo entre os valores
observados. Assim, eliminando as dietas que
contém alta inclusdo deste ingrediente (SFA,
SSF, SSFA), pode-se obter as seguintes
equacoes:

Metodologia 1: y = 0,6259x + 20,384 (R?
0,96)
Metodologia 2: y = 0,6906x + 20,147 (R?
0,90)
Metodologia 3: y = 1,4477x - 32,778 (R?
0,97)
Metodologia 4: y = 1,7362x - 54,008 (R?
0,94)

Nota-se que € possivel estimar o0s
valores de digestibilidade in vivo, a partir dos
valores in vitro.

Os resultados encontrados estdo em
acordo com os obtidos por Euler et al. (2009)
que encontraram valores similares entre a
digestibilidade in vivo de dietas para coelhos e
a digestibilidade in vitro com primeiro estagio
de 24 h de fermentacgdo, seguida de digestdo
acida com pepsina.

Fernandez-

Pascual, Cervera e

Carmona (2000) avaliaram dietas com
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diferentes niveis de FDA, e para 0s niveis
fibrosos proximos aos trabalhados neste
ensaio (17,5; 23,3 e 31,3% de FDA na MS),
foram obtidos valores médios de 68,87; 44,59
e 45,04% para os métodos multienzimatico,
incubagdo durante 36h com indculo cecal e
incubacdo pelo mesmo periodo usando
inoculo fecal, sendo esses valores bastante
diferentes dos aqui observados. Na
determinacdo das equacdes de regressdo, 0S
autores  encontraram  coeficientes  de
determinacdo (R?) da ordem de 0,95; 0,88 e
0,68, para 0s respectivos métodos citados
acima, o que demonstra a possibilidade de
estimativa da digestibilidade in vivo, a partir
dos valores in vitro.

Ensaios com maior nimero de racdes,
com diferentes composicbes, devem ser
realizados para confirmar os dados obtidos,
elaborando equacdes com alto coeficiente de
determinacdo, para predicdo dos valores in

Vivo.

CONCLUSOES

A degradabilidade da matéria seca e
matéria organica se mostrou como método
eficiente para avaliar as dietas experimentais,
assim como a producdo de gases. A exce¢do
das dietas que continham alta inclusdo de
farinha das folhas de mandioca, essas medidas
se correlacionaram bem com a digestibilidade
in vivo da MS. Esses parametros foram

influenciados pelo tipo de indculo cecal

utilizado, o qual varia conforme a dieta que os
animais recebem.

Em relacdo as modificacdes propostas
ao metodo de digestibilidade in vitro proposto
por Tilley e Terry (1963), dentre as
metodologias testadas, a de 12 h de
fermentacdo, com posterior digestdo acida
com pepsina, apresentou maior similaridade
com os valores in vivo. A partir de regressdo
linear simples, verifica-se alta correlagéo
entre os dados de digestibilidade in vivo e de

digestibilidade in vitro obtidos.
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