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RESUMO

Objetivou-se estudar a viabilizagdo dos indicadores internos, celulose (CELi) e lignina (LIGIi)
indigestiveis, obtidos pelas técnicas in situ e in vivo, para predizer a digestibilidade de nutrientes em
equinos. Foram utilizados quatro cavalos castrados, por meio de delineamento em blocos ao acaso. Os
tratamentos consistiram de metodologias de avaliagdo de digestibilidade, como a coleta total de fezes
(CT) e o uso de indicadores internos, CEL.i e LIGi, obtidos pelas técnicas in situ (I1S) na cavidade ruminal
de bovinos e in vivo (IV) nos equinos, por meio da técnica do saco de nailon mével (TSNM), totalizando
cinco tratamentos. A ingestdo diaria de MS foi de 2,0% do peso vivo de feno de coast-cross. A CELIi-IV
promoveu a melhor taxa de recuperacéo do indicador, igualando-se a CT, em 100,31%, enquanto a LIGi
resultou nas piores taxas, na média 76,45%, para ambas as técnicas (P<0,05). As estimativas dos
coeficientes de digestibilidade dos nutrientes foram adequadamente preditas pela CELI, obtidos IS e 1V,
em que os valores observados foram de 46,41, 48,16, 46,90, 47,92 e 45,51% para MS, MO, PB, FDN e
EB, respectivamente. Concluiu-se que a CELIi pode ser obtida in vivo por meio da TSNM em equinos,
para predizer a digestibilidade de nutrientes.
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ABSTRACT

The objective of this paper was to study the use of the internal indigestible cellulose (CELi) and lignin
(L1Gi) markers, obtained in situ or in vivo, to predict the apparent digestibility of nutrients in horses.
Four castrated horses were utilized in a randomized blocks experimental design. Treatments consisted of
different digestibility determination methodologies: total feces collection (TC) and use of CELi and LIGi
internal markers obtained by the in situ (IS) incubation in bovine rumen and in vivo (IV) by the mobile
nylon bag technique (MNBT) with horses, resulting in five treatments. The diet consisted exclusively of
coast-cross hay and the average daily dry matter intake corresponded to 2.0% of the BW of the horses.
The CELI-IV resulted in the best marker recuperation rate (100.31%), being similar to the control
method; while the LIGi resulted in low recuperation rates (76.45%) for both techniques (P<0.05). The
nutrients’ digestibility coefficients were effectively predicted by CELI, obtained in situ or in vivo, with
average values of 46.41, 48.16, 46.90, 47.92 and 45.51% for DM, organic matter, crude protein, neutral
detergent fiber and crude energy, respectively. It can be concluded that CELi may be obtained in vivo by
MNBT in horses to predict the nutrients’ digestibility coefficients.
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INTRODUCAO

As metodologias de avaliagdo de alimentos
baseiam-se na mensuracdo ou nas estimativas da
ingestdo e da produgdo fecal, sendo adotados, na
maioria das vezes, os métodos indiretos. Isso
porque as avaliacBes de digestdo in vivo séo
muito laboriosas e as in vitro apresentam
limitagdes inerentes a técnica que impossibilitam
mimetizar todas as situacBes ocorridas in vivo,
como o nivel de ingestdo e a taxa de passagem
(Cochran et al., 1986). Para estes casos, a
estimativa da digestibilidade com indicadores
internos deve ser considerada, por sanar tais
dificuldades.

Muitos  indicadores internos podem  ser
utilizados na avaliagdo de alimentos, porém
variagbes na sua recuperagcdo tém sido a
principal desvantagem dessas técnicas. Entre as
razbes para essas diferencas, encontra-se,
possivelmente, a constituicdo da fibra de cada
volumoso, por afetar a taxa e a extensdo de
degradacdo (Berchielli et al., 2005). Entretanto,
Lippke et al. (1986) consideram que a fibra
indigestivel pode ser usada com sucesso para
predizer a digestdo de alimentos, inclusive em
ensaios sob condi¢des de pastejo, desde que seja
mensurada adequadamente. Nesse sentido, a
celulose indigestivel (CELi) aparece como um
dos métodos mais estudados em equinos, entre 0s
indicadores que constituem a parede celular, e
com capacidade para predizer a digestdo da
matéria seca (MS) de maneira muito consistente
ao que ocorre in vivo (Alvarenga et al., 1997;
Oliveira et al., 1998; Oliveira et al., 2003; Stein
et al., 2006).

Deve-se ressaltar que os resultados do uso da
lignina como indicador interno na predi¢do da
digestibilidade em cavalos tém demonstrado sua
ineficiéncia para essa fungdo, devido a baixa
recuperacdo fecal, em torno de 80% (Miraglia et
al., 1999; Aratjo et al., 2000; Oliveira et al.,
2003). A justificativa para tal ocorréncia baseia-
se no fato de a lignina ser parcialmente digestivel
(Penning e Johnson, 1983), com variacdo de 20 a
40% em gramineas novas (Van Soest, 1994),
tornando-a ineficaz e limitando o seu emprego
como indicador. Ao se assumir a possibilidade de
digestibilidade parcial da lignina, sua preciséo
como indicador interno pode ser melhorada pela
remocdo de sua fracdo digestivel. Portanto,
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torna-se relevante a investigacdo da capacidade
desta fragcdo remanescente, denominada lignina
indigestivel (LIGi), em realizar as estimativas
pertinentes aos indicadores indigestiveis.

No que se refere as metodologias de obtencédo
desses componentes indigestiveis da parede
celular, presentes nos alimentos, o assunto tem
sido tema de estudo em ruminantes de forma
pioneira. Assim, os indicadores indigestiveis
podem ser determinados pela incubacdo de sacos
de nailon na cavidade ruminal, ou seja, in situ
(Lippke et al., 1986; Huhtanen et al., 1994;
Freitas et al., 2002; itavo et al., 2002a; itavo et
al., 2002b; Berchielli et al., 2005), ou pela
incubacdo in vitro em liquido ruminal (Cochran
et al., 1986; Lippke et al., 1986; Krysl et al.,
1988; Huhtanen et al., 1994; Freitas et al., 2002).
Contudo, naqueles ensaios em equinos citados
acima, a metodologia sempre empregada para
obtencdo da CELi €é a in vitro, utilizando-se
como indculo liquido ruminal. Métodos in vitro,
apesar de geralmente serem precisos, requerem
técnicas e equipamentos mais complexos
(Miraglia et al., 1999), além da necessidade de se
manter um bovino com fistula ruminal.

Devido a dificuldade de se proceder a
intervengdes cirdrgicas nos equinos, com a
finalidade de acessar o trato gastrointestinal,
metodologias tém sido desenvolvidas ou séo
adaptadas para sanar essas limitagbes. Em
vista disso, considera-se que a técnica do saco de
nailon moével (TSNM) usada nesta espécie
animal, principalmente, para avaliar a
digestibilidade de diversos alimentos pelo trato
digestivo total (Machebouef et al., 1995; Araujo
et al., 1996; Araljo et al. 2001; Fombelle et al.,
2004), com adaptacdes adequadas, possa permitir
a obtencdo de indicadores indigestiveis in vivo.
Desta forma, a viabilizacdo de métodos que
facilitem tecnicamente a obtencédo de indicadores
indigestiveis € imprescindivel para acelerar o
processo de avaliagdo do valor nutritivo de
alimentos na experimentagéo de cavalos.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou
estudar a viabilizacdo dos indicadores internos,
celulose e lignina indigestiveis, obtidos pelas
técnicas in situ nos bovinos e in vivo nos
equinos, por meio da TSNM, em comparagao ao
método da coleta total de fezes, para predizer a
digestibilidade aparente de nutrientes de cavalos.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na sala de
metabolismo de equinos, pertencente ao
Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Lavras e no Laboratério de Nutricdo
Animal do Departamento de Zootecnia,
Esalg/USP. Foram utilizados quatro cavalos
castrados, sem raca definida (idade e peso
corporal [PC] médios de seis anos e 330kg). O
ensaio de digestdo foi delineado em blocos ao
acaso, pois cada cavalo foi utilizado para originar
o0s dados referentes a coleta total de fezes e as
técnicas in situ e in vivo. Assim, cada
unidade experimental, constituida por um
animal, foi considerada um bloco, totalizando
quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram de
metodologias de avaliacdo de digestibilidade,
constituidos por método direto pela coleta total
de fezes (CT) e indireto pelo uso de indicadores
internos, celulose (CELI) e lignina indigestiveis
(LIGI), obtidos pelas técnicas in situ (IS) nos
bovinos e in vivo (IV) nos equinos, por meio da
TSNM, totalizando cinco tratamentos.

A quantidade de alimento fornecida aos animais
foi estabelecida, segundo as recomendacdes do
National Research Council (National..., 1989),
visando atender as exigéncias nutricionais para a
categoria. A ingestdo diaria de MS foi de 2,0%
do PC, composta por feno de coast-cross
exclusivamente, com fornecimento de sal
mineral ad libitum. As refeicbes foram
fornecidas diariamente, as oito horas, 12h e 17h,
e as sobras foram retiradas e pesadas 15 minutos
antes de cada refeicdo. A composicdo quimica
(expressos na base da MS) do feno de coast-
cross utilizado apresentou 91,20% de MS,
95,21% de matéria organica (MO), 2,59% de
amido, 7,47% de proteina bruta (PB), 80,70%
fibra em detergente neutro (FDN), 42,79% de
fibra em detergente &cido (FDA) e 4,35Mcal/kg
energia bruta (EB).

A pesquisa teve duracéo total de 32 dias, sendo
divididos em duas fases experimentais: a fase |
constituida por 20 dias, e a fase Il por 12 dias.
Durante a fase | do ensaio, destinada para
determinacdo da digestibilidade pelo método
direto por meio da CT, os primeiros 15 dias
foram utilizados para a adaptacdo dos animais as
instalagdes, dietas e condi¢cBes de manejo. Eles
ficaram alojados em baias individuais, medindo
2x3m, com piso de cimento sem cama, com
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comedouro para racdo e sal e bebedouro tipo
“balde”. Apoés este periodo, 0s cavalos foram
colocados em gaiolas de metabolismo, providas
de baldes plasticos para agua e sal mineral,
comedouro frontal e coletor de fezes, no qual se
procedeu a coleta total por cinco dias. As coletas
de fezes foram realizadas quatro vezes ao
dia (as seis horas, 12h, 18h e 24h), pesadas,
homogeneizadas e amostradas em 10%, sendo
colocadas em sacos plasticos identificados e
armazenados a uma temperatura de -15°C,
para posteriores analises. Antes do inicio do
experimento, foi administrado vermifugo de
amplo espectro aos cavalos.

Ao final da fase I, as amostras de fezes
foram descongeladas a temperatura ambiente,
homogeneizadas por tratamento, para obtencdo
de uma amostra composta para cada animal, das
quais foram retiradas aliquotas de 10%, pesadas
e pré-secas em estufa de ventilagdo de ar forcada
a 60°C, por 72 horas. ApGs secagem, procedeu-se
a uma nova pesagem e, em seguida, & moagem
em peneira com crivo de 1mm. As analises
bromatoldgicas (MS, MO e PB) do feno e das
fezes foram feitas segundo a metodologia
descrita em Silva (1989), e a da fibra em
detergente neutro (FDN) segundo Van Soest et
al. (1991), no Laboratério de Nutricdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
Unesp — Campus de Botucatu. A determinacédo
de amido foi realizada de acordo com Macrae
e Armstrong (1968), no Laboratério de
Bromatologia, pertencente ao Departamento de
Zootecnia da Esalg-USP. Os valores de EB do
feno e das fezes foram determinados por meio de
calorimetro adiabatico (Parr Instruments Co).

A fase Il do experimento foi conduzida para
mensuracdo das metodologias indiretas, sendo
compostas por seis dias para cada uma das
técnicas IS e IV. Para obtengdo dos indicadores
indigestiveis nos bovinos pelo método in situ,
utilizaram-se sacos de nailon com dimensdes de
7 x 14cm e didmetro de 60mm, contendo 79 de
amostra moida a 1mm para se manter a
densidade de 10 a 20mg de MS de amostra por
cm® de superficie dos sacos (Nocek, 1988).
Amostras do feno com seis repeticdes e das fezes
em quadruplicata, para cada cavalo da fase
anterior, foram incubadas por 144 horas, na
cavidade ruminal de uma vaca Holandesa
fistulada no rdmen, alimentada com feno de
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coast-cross e sal mineral, apés periodo de
adaptacéo de 15 dias.

A determinacéo dos indicadores indigestiveis in
vivo nos equinos foi realizada por meio da
TSNM. Esta fase do experimento foi conduzida
em continuidade ao ensaio de digestibilidade por
meio da coleta total de fezes, sendo utilizados os
mesmos cavalos estabulados em baias de
alvenaria e que consumiam feno de coast-cross,
como descrito anteriormente, e, portanto,
adaptados ao consumo do feno. Desta forma,
foram utilizados sacos de nailon de poliéster
branco, de tamanho interno de 3,5 x 6,5cm, com
porosidade determinada de 60um e preparados
de acordo com Araljo et al. (1996). Dentro de
cada saco de ndilon, foram colocados 1g de
amostra moida a 1mm, de feno de coast-cross
ou de fezes, oriundas do método direto,
mantendo-se a relagdo de 10 a 20mg de matéria
seca de amostra por cm? de superficie dos sacos,
conforme recomendacdo de Nocek (1988).

A insercdo dos sacos de ndilon foi feita em
quatro cavalos, via sonda nasogastrica, durante
seis dias, de maneira alternada, ou seja, um dia
de intubacdo e o seguinte de descanso, e assim
sucessivamente, até completar 144 horas. As 13
horas do primeiro dia de passagem da sonda
nasogastrica, foram inseridos por cavalo quatro
sacos contendo feno de coast-cross e 16
contendo fezes equinas (quatro de cada cavalo),
num total de 20 sacos/cavalo, estando todos os
sacos identificados. O ndmero de repeti¢des
resultante para o feno e as fezes foi de 16 sacos
para cada um. A coleta dos sacos de nailon nas
fezes foi realizada quatro vezes ao dia, as seis

PF na MS (g/dia) =

horas, 12h, 18h e 24h, e a identificacdo deles foi
feita em uma planilha. Imediatamente apds cada
coleta, congelaram-se 0s sacos até a proxima
intubacdo (reintubacfo) em freezer a -15°C.
Em momento apropriado, os sacos foram
descongelados em temperatura ambiente e pré-
secos ao ar em estufa a 55°C, para, em seguida,
serem novamente intubados. Portanto, 0s sacos
de ndilon recuperados nas fezes foram
reintubados, via sonda nasogastrica, por duas
vezes, até totalizarem, no minimo, 144 horas de
incubacdo, devido ao fato de o tempo médio de
passagem dos sacos de nailon pelo trato
digestivo nos cavalos ser de 48 horas.

Apo6s incubagdes in situ ou in vivo, 0S sacos
foram lavados em maquina de lavar
(“tanquinho”), com &gua corrente, até a agua sair
limpa (40 min), e levados a estufa com
ventilagdo de ar forgada durante 72 horas a 60°C.
Em seguida, os sacos de nailon, contendo os
residuos de digestdo do feno e das fezes, por
animal e para cada metodologia, foram
abertos e formaram uma amostra composta.
Os residuos de digestao foram, entdo, submetidos
a extracdo pelo detergente em 4cido, resultando
em lignocelulose. Em seguida, a fracdo
remanescente sofreu solubilizacdo da celulose
por meio do &cido sulfirico a 72% (Van Soest et
al., 1991), obtendo-se, assim, os indicadores
CELi e LIGi.

A producdo fecal (PF) e o coeficiente de
digestibilidade (CD) da MS e dos nutrientes (N)
foram estimados com base nas equagdes proposta
por Church (1993):

Indicador ingerido (g/d)

CDMS (%) =

% Indicador no feno

Concentracéo do indicador nas fezes (g/g MS)

% Indicador no feno

100 - (100 x

% Indicador nas fezes

% Nutriente nas fezes

CDN (%) = 100 - ( 100 X

% Indicador nas fezes

X % Nutriente no feno )

A taxa de recuperacdo (TR) dos indicadores foi determinada conforme Krysl et al. (1988) pela seguinte

equacdo:

% Indicador nas fezes x PFobservada

TR (%) =

914

x 100

Indicador ingerido
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A producdo fecal e os coeficientes de
digestibilidade dos nutrientes foram submetidos
a andlise de variancia do Statistical Analysis
System (SAS, 2000). A comparacao entre médias
foi realizada pelo teste Tukey, a 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo dos indicadores indigestiveis
presentes no feno de coast-cross apresentou
variacOes significativas quanto a metodologia de
obtencdo, in situ x in vivo, demonstrando a
necessidade de maior padronizacdo dessas
técnicas usadas na experimentagdo de equinos
(Tab. 1). O teor de CELI-IS de 9,37% foi inferior
ao valor médio observado por Penning e Johnson
(1983), de 12,69%, para diversas forragens
incubadas no rumen, o que, novamente,
evidenciou a falta de homogeneidade dos
métodos de andlise, que, de acordo com
Berchielli et al. (2005), s@o os principais
responsaveis por essas divergéncias de resultados
entre pesquisas. As porcentagens da CELi e da
LIGi in vivo, obtidas por meio da TSNM
na propria espécie animal, apresentaram 0s
maiores valores quando comparadas as
incubacBes in situ na cavidade ruminal de
bovinos; consequentemente, provocaram 0
mesmo comportamento de resposta para a
variavel referente ao consumo dos indicadores
estudados pelos cavalos.

A caracteristica de maior importancia de um
indicador ideal baseia-se em sua capacidade de
resistir a digestdo durante a exposicdo pelo trato
gastrointestinal (Faichney, 1975). Desta forma, a
analise da taxa de recuperagcdo fecal dos
indicadores demonstrou ocorrer digestdo nula
para CELi-1V, obtida com o uso da TSNM, por
ter promovido a melhor recuperacdo fecal,
igualando-se ao grupo controle (CT) em
100,31%. Essa relativa indigestibilidade da CEL-
1V, para cavalos que consumiram feno de coast-
cross, confere a este indicador grande capacidade
em predizer acuradamente a digestibilidade.

Diferentemente, a LIGi resultou nas piores taxas
de recuperacdo, na média 76,45%, para ambas
as técnicas (Tab. 1), denotando significante
desaparecimento deste indicador durante o
transito  gastrointestinal.  Essa  incompleta
recuperagdo da lignina tem sido verificada na
experimentacdo animal, em razdo ndo sO da
digestdo aparente, mas também da auséncia de
estrutura quimicamente definida (Muntifering,
1982). O uso da LIGi no atual ensaio ndo sanou
as limitacGes deste componente para cavalos que
consumiram feno de coast-cross, pois, além de
sua baixa recuperacdo, inferior a 80%, ainda se
apresentou ineficaz em melhorar o desempenho
deste pardmetro em relacdo ao emprego da
lignina sem incubagdo prévia (LIG). Araujo et al.
(2000), ao trabalharem com equinos alimentados
com feno de coast-cross, encontraram taxa de
recuperacgdo da LIG de 81,36%, apesar de o teor
dela no feno ter sido superior a 5% na MS.

Tabela 1. Concentracdo (% na MS), consumo (g/d) e taxa de recuperacdo (%) da celulose (CELIi) e
lignina indigestiveis (LIGi), em diferentes metodologias, no feno de coast-cross

Metodologia
Variavel CcT' In situ In vivo CV (%)
TC CELI LIGi CELI LIGi
Concentragéo - 9,37c 5,18a 12,78d 6,67b 0,30
Consumo - 51,37c 28,40a 70,07d 36,57b 0,10
Taxa recuperacao 100a 89,81b 76,56C 100,13a  76,35¢c 5,00

L'CT = Coleta total de fezes. Médias com letras diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) entre si pelo

teste Tukey.

As estimativas de producgdo fecal, apresentadas
na Tab. 2, foram adequadamente preditas pela
CELI, independentemente da técnica de obtencéo
utilizada, resultando em média de 3,06kg de
fezes na MS. Ainda, CELi-1V foi a metodologia
gue permitiu maior aproximacdo entre os valores
de producdo fecal estimados e observados (CT)
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de 2,93 e 2,94kg na MS, 0,91 e 0,92 % PC
e 38,69 e 38,80g/kg PM, respectivamente.
Entretanto, a LIGi apresentou-se insatisfatoria
por superestimar este pardmetro, expresso em kg,
% PC e g/lkg PM, diferindo da metodologia
de coleta total, em cavalos alimentados
exclusivamente com feno de coast-cross.
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Tabela 2. Valores observados e estimados da producéo fecal, expressos em kg (MS), % do peso corporal
(PC) e g/kg de peso metabdlico (PM), de equinos alimentados com feno de coast-cross em diferentes

metodologias

Metodologia
Producéo fecal cT! _zln situ . : In vivo : CV (%)
CELi LIGi CELi LIGi
Kg 2.94a 3,28a 3,86b 2,93a 3,85b 5,06
% PC 0,92a 1,02a 1,21b 0,91a 1,200 5,60
g/kg PM 38,80a 43.27a 51,17b 38,69a 50,77b 5,44

ICT = Coleta total de fezes; “CELi = celulose indigestivel; LIGi = lignina indigestivel. Médias com letras
diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

Os coeficientes de digestibilidade aparente do
feno de coast-cross na alimentacdo de cavalos,
obtidos com indicadores indigestiveis por meio
de metodologias in situ e in vivo, estdo
apresentados na Tab. 3. Os CD da MS, MO, PB,
FDN e EB determinados pela CT e estimados
pela CELi em ambas as técnicas foram similares
(P>0,05), porém apresentaram diferencas
significativas aos resultados obtidos pelo uso da
LIGi-IS e da LIGi-IV. Da mesma forma, Oliveira
et al. (2003) verificaram que a CEL. foi o melhor
indicador para estimar os CD da MS, FDN e EB
para a mesma espécie animal alimentada também
com o feno de coast-cross. Contudo, os autores
citados acima ainda observaram que a CELi nédo
estimou adequadamente o CD da PB, sendo
somente eficaz a sua predicdo em dietas
contendo até 80% de feno, diferentemente do
observado na atual pesquisa.

A LIGi subestimou os CD dos nutrientes
estudados na alimentagdo de equinos, em
comparacdo ao grupo CT, e, portanto, ndo
conseguiu melhorar a capacidade de predicdo da
LIG como indicador indigestivel. Desta forma,
0s resultados deste trabalho séo concordantes aos
de Aradjo et al. (2000), em que expressaram a
incapacidade da LIG para estimar a
digestibilidade aparente do feno de coast-cross
na mesma espécie animal, sendo uma limitacéo
do indicador e ndo da técnica utilizada. Portanto,
a TSNM em equinos para obtencdo de
indicadores indigestiveis é promissora na
predicdo da producdo fecal, bem como no
processo de avaliagdo do valor nutritivo de
alimentos na experimentagdo de cavalos.

Tabela 3. Coeficientes de digestibilidade aparente (CD) da matéria seca (MS), matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e energia bruta (EB) do feno de coast-cross,
obtidos em diferentes metodologias na alimentacgéo de equinos (% na MS)

Metodologia
Variavel cT! In situ In vivo CV (%)
CELi®  LIG® CELi LIGi
CDMS 46,41a 40,21a 29,53b 46,50a 29,84b 8,10
CDMO 48,16a 42,18a  31,83b 48,25a 32,13b 7,45
CDPB 46,90a 40,86a  30,26b 46,97a 30,47b 7,79
CDFDN 47,92a 41,87a  31,52b 48,01a 31,81b 7,57
CDEB 4551a 49,83a  43,71a 45,60a 28,66b 12,31

ICT = Coleta total de fezes; “CELi = celulose indigestivel; *LIGi = lignina indigestivel. Médias com letras
diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

CONCLUSOES disso, ela pode ser obtida in vivo por meio da
técnica do saco de nailon mével em equinos,
A celulose indigestivel apresentou-se como tornando-se uma técnica promissora na avaliagdo

melhor indicador para estimar os coeficientes de de alimentos.

digestibilidade dos nutrientes em equinos. Além
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