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RESUMO - O presente experimento foi conduzido no periodo de setembro de 1985 a feve-
reiro de 1986, no Laboratério de Nutrigdio Animal do Departamento de Zootecnia da Uni-
versidade Federal de Santa Maria. Foram utilizadas duas vacas holandesas, portadoras de
fistula ruminal, estabuladas, mantidas com uma dieta de feno de alfafa (Medicago sativa 1.}
oferecida ad libitum. Estimou-se, através da técnica in situ, 0 desaparecimento do nitrogénio
(N} de alimentos colocados em bolsas de ndilon suspensas no rimen. Os substratos consisti-
ram do farelo de soja (Glycine max (L.) Merrill), farinha de carne, feno de alfafa ¢ capim-
elefante, variedade Napier (Pennisetum purpureum Schum). Foram estudados cinco tempos
de fermentagdo, as 1, 3, 6, 12 e 24 horas, em trés dias consecutivos de ensaio. Adotou-se o
delincamento experimental de parcelas subsubdivididas, em blocos com duas repetigdes. Nio
houve diferengas significativas (P < 0,05) entre animais e duplicatas; porém, verificaram-se
diferencas altamente significativas (P < (,01) entre dias, alimentos, intera¢do entre dias e
alimentos e interagfo entre alimentos ¢ tempos de fermentagfio. Conclutu-se que a técnica in
sity apresentou um baixo coeficiente de variagio, (5,22%), revelando uma boa precisio e re-
petibilidade.

Termos para indexacido: degradagio de proteinas, rimen, t€cnica da bolsa de ndilon.

EVALUATION OF IN SITU TECHNIQUE FOR PREDICTING
RUMINAL PROTEIN DEGRADATION

ABSTRACT - This work was carried out from September 1985 to February 1986, at the
Animal Nutrition Laboratory of the Animal Science Department of the Universidade Federal
de Santa Maria, in Santa Maria, RS, Brazil. Two Frisian cows with ruminal fistula,
maintained indoors on a lucerne (Medicago sativa L.) hay ad libitum diet were used for the
experiment, The nitrogen (N) disappearance from food samples placed in nylon bags at the
rumen was estimated with the in sitw technique. The used substrata were soybean meal
(Glycine max (L) Merrill), meat meal, lucerne hay, and napier grass (Pennisetum purpureum
Schum.} in five fermentation times: 1, 3, 6, 12 and 24 hours during three consecutive days of
the assay. The experimental design used was the split-split-plot in blocks with two
replications. There were no significant differences (P < 0,05) between animals and
replicates, However, high differences between days of assay, substrata, interaction of days
vs. substrata, and substrata vs, fermentation times were observed (P < 0,01). It was
concluded that the in situ technique prooved to be repeatable and accurate, with low variation
coefficient (5,22%). The necessity of standardization, quantification and control of variation
factors was emphasised.

Index terms: protein degradation, rumen, nylon bag techaique.
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INTRODUCAOQ

O desenvolvimento de sistemas para a ava-
liagdo de protefnas na nutrigio dos ruminantes
tem recebido a atengZo dos pesquisadores, Tal
fato é evidenciado pelo aparecimento de alter-
nativas visando atualizar os procedimentos
adotados na apreciacio das fontes de nitrogé-
nio,
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Para Rooke et al. (1982), o requerimento de
suprimento de aminodcidos para a absorgao
intestinal ¢, nos ruminantes, derivado das
protefnas microbianas e da protefna alimentar
nio degradada no nimen. Para os ruminantes
de elevada produgio, assim como para animais
jovens e de répido crescimento, pode ser ne-
cessdria a suplementacio das protefnas micro-
bianas com aminoécidos oriundos de protefna
dietética ndo degradada no nimen.

A degradagio de protefnas dos alimentos
tem sido estimada por técnicas in vive com
andlises de amostragens de conteddo do abo-
maso ¢ duodeno (Weakley et al. 1983), Os da-
dos obtidos estiio sujeitos a variagdes pela di-
ficuldade na distingio entre a proteina ali-
mentar ndo-degradada no nimen e a protefna
microbiana e das secregOes endégenas. Soma-
do a esses fatores estd o alto custo e os trans-
tornos para a manutengio de animais prepara-
dos cirurgicamente, o que conduziu ao desen-
volvimento de outros procedimentos para es-
timar a degradacfio ruminal de proteinas
(Poos-Floyd et al. 1985).

Segundo Orskov et al. (1980), a degradagio
de protefnas, além das amostragens por méto-
dos in vive, pode ser estimada por métodos in
situ, com a incubagdo de amostras de alimen-
tos suspensos em bolsas de materiais sintéticos
no nimen.

O uso da técnica in situ Temonta aos anos
trinta, quando Quinn et al. (1938) utilizaram
esse método para investigar a digestio dos
alimentos no nimen de ovinos canulados.

A utilizagio da técnica da bolsa de fibra
artificial tem a vantagem de propiciar uma es-
timativa rdpida e simples da degradagao de
nutrientes no nimen, além de permitir o acom-
panhamento da extensio de degradagio ao
longo do tempo (Mehrez & Orskov 1977).

Existem virios fatores inerentes 2 t&cnica,
envolvidos nos procedimentos que, se nio fo-
rem controlados, podem limitar os resultados,
incluindo-se os relacionados ao animal, 3 bol-
sa de fibra artificial, ao substrato e¢ 2 incuba-
cao (Nocek 1985).

Harris et al. (1967) fizeram referéncias
quanto ao regime dietético do animal fistula-
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do, mencionando que a dieta influi para o de-
saparecimento da matéria seca, matéria orgi-
nica e celulose, sendo significativamente
maior quando os animais eram alimentados
com feno e alfafa, comparados com animais
alimentados com forragens idénticas aos subs-
tratos incubados.

Crawford et al. (1978) utilizaram bolsas de
dacron de 4 x 12 ¢ com poros variando de 20
a 70 . e amostras de 0,5 g secadas a tempe-
ratura de 40°C ¢ mofdas em tela de 1 mm,
com uma relagio entre peso da amostra e Area
de superficie de bolsa de 3,5 mg/cm?.

Os tempos de fermentag¢io variam de acor-
do com os objetivos propostos pelo trabalho,
podendo variar de 30 min a 24 horas (Nocek
1985).

Segundo Nocek et al. (1979), a necessidade
de lavagem de amostra ap6s a incubagio foi
baseada na suposigio de que qualquer material
que alcanga por influxo o interior da bolsa po-
de ser lavado € que qualquer particula ali-
mentar removida, ou & solivel ou & degradada.

Este trabalho visou contribuir na 4rea de
nutrigdo de ruminantes, tendo por objetivos
estimar o percentual de desaparecimento do N
de substratos suspensos em bolsas de ndilon
no mimen e avaliar esta técnica levando em
conta as fontes de variagdo, precisao e repeti-
bilidade dos dados de observagio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvelvido nas dependéncias
do Laboratério de Nutrigio Animal do Departa-
mento de Zootecnia da Universidade Federal de
Santa Maria, no periodo de setembro de 1985 a fe-
vereiro de 1986.

Foram utilizadas, pela técnica descrita por Raiser
& Biirger (1985), duas vacas holandesas, portadoras
de fistula de rdmen. Os animais foram mantidos es-
tabulados, submetidos a um perfodo de adaptagio de
21 dias e alimentados ad libitun com feno e alfafa.

Através da técnica in sitw estimou-se a taxa de
degradagdo do nitrogénio, a partir da quantificagio
do desaparecimento de alimentos colocados em bol-
sas de ndilon suspensas no nimen ¢ coletadas em cin-
co tempos de fermentacdo, isto €, as 1, 3,6, 12 ¢
24 horas e em trés dias consecutivos de ensaio. As
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bolsas foram confeccionadas nas dimensdes de 15X
S5cm em tecido de ndilon com poros de cerca de
28 p. Amostras de 0,5 g de farelo de soja, farinha
de carne, feno de alfafa ¢ capim-elefante foram
moidas a 1 mm e secadas a 55°C. A composi¢io dos
alimentos encontra-se na Tabela 1, e foi determinada
através de andlise bromatoldgica no Laboratério de
Nutrigdo Animal do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Santa Maria, As bolsas, em
duplicata, foram fixadas aos frascos de polietileno
com capacidade para 100 ml, repletos de dgua, sendo
que cada suporte recebeu oito bolsas. Previamente 4
incubagdo, as bolsas foram imergidas em dgua por
um minuto, sendo os suportes referentes aos cinco
tempos de fermentagdo introduzidos simultanca-
mente pela ffstula ruminal e depositados no saco
ventral do rimen, A cada tempo de fermentagio, os
suportes, com as bolsas, eram retirados do r(imen,
aleatoriamente, sendo imediatamente lavados em
4gua corrente até o clareamento da dgua. Apésala-
vagem, as bolsas foram submetidas a congelamento
mais tarde as amostras foram secadas a 55°C e ana-
lisadas pelo método micro-Kjeldahl (Association of
Official Agricultural Chemists, 1970} para a deter-
minagio do N total, As taxas de degradagdo do N
foram calculadas pela expressio, A = 100 - (B/C) x
100 onde, A = taxa de degradacio do N (%), B =
teor de N do resfduo (mg) ¢ C = teor de N da
amostra incubada (mg).

Adotou-se o delineamento experimental de par-
cela subsubdividida, em que a parcela principal (re-
peti¢gdes) estava organizada em blocos com duas re-
petigdes, as subparcelas (tempos de fermentagdo)
estavam designadas ao acaso dentro da parcela prin-
cipal, ¢ as subsubparcelas (duplicatas) estavam tam-
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bém designadas ao acaso dentro das subparcelas. Os
fatores dos tratamentos foram duas repeticbes x
quatro alimentos x trés dias x cinco tempos de fer-
mentagio x duas duplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da varidncia ndo mostrou diferen-
gas significativas (P < 0,05) entre animais e
duplicatas.

Os valores médios das taxas de degradacio
do N, expressos em percentagem, relativos aos
dias de ensaio sdo apresentados na Tabela 2.
A andlise da varifncia evidenciou diferengas
altamente significativas (P < 0,01) entre dias,
com um coeficiente de determinagdo de
0,00649% que explicou quanto da variagio dos
dias concorreu para a variagiio total. Essa bai-
xa variagio representou apenas 0,76% do total
da variincia inferior aos 4,5% observados por
Mehrez & Orskov (1977) para a degradagio
do N.

QOs resultados referentes as taxas de degra-
dagio do N, expressos em percentagem, da
interacdo entre os alimentos estudados, € 0s
dias de ensaio, estio representados na Tabe-
la 3. Observa-s¢ uma tendéncia ao decréscimo
dos coeficientes de variagio para os substratos
ao longo dos dias de ensaio, com excegio do
segundo dia para a farinha de carne e o feno
de alfafa. Nota-se, ainda, uma elevagao das
taxas de degradagfo do N (P < 0,05) na medi-

TABELA 1. Anilise quimica e bromatolégica dos alimentos'.

Fragdes
Alimentos
MS N FB EE Cz Ca P
..................................... Of e cmcmmeammmmeca—sesesmmm————e—-

Farelo de soja 86,86 6,67 4,81 1,58 8,44 0,20 1,00
Farinha de carne 89,20 11,32 1,66 12,80 4,51 0,20 0,52
Feno de alfafa® 92,27 3,32 20,52 4,19 7.94 1,17 0,22
Capim-elefante 92,04 0,90 33,29 1,85 1.78 0,15 0,24

1 Segundo Harris (1970), expresso como oferecido.
2 Dieta experimental.
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da da progressdo dos dias para o farelo de soja
e o capim-elefante e uma tendéncia semelhante
para o feno de alfafa, Estes resultados sdo
compardveis aos obtidos por Weakley et al.
(1983), que relataram variagho entre dias, a
qual foi atribufda ao tempo de lavagem das
bolsas pds-incubacdo. Este fato fez com que
os autores enfatizassem a necessidade da utili-
zacio de formas mecénicas ou tempos fixos de
lavagem.

Os valores médios relativos 2s taxas de de-
gradagio do N, expressos em percentagem pa-
ra a interagdo entre os alimentos estudados e
os tempos de fermentagio sio apresentados na
Tabela 4.

A anilise de variincia indicou diferengas
altamente significativas (P < 0,01) para esta
interagiio, devidas, provavelmente, as diferen-
gas entre os alimentos, ou seja, As diferengas
estruturais € de solubilidade dos substratos
pesquisados, tendo sido aplicado o teste de
Duncan para a comparagdo das médias ao nf-
vel de 5%.

Para o farelo de soja, os resultados encon-
trados apds doze horas de incubagfo podem
ser comparados aos resultados obtidos de
Weakley et al. (1983) e de Stern et al. (1983).
Qs tempos iniciais de fermentagao foram supe-
riores aos relatados na literatura (Stern et al.
1983, Loerch et al. 1983b e Firkins et al.
1984). Assumindo-se a taxa de degradagio do

TABELA 2. Mé&dias e coeficientes de variacado
das taxas de degradacio do nitro-
génio, por dia de ensaio, pela téeni-

ca in situ.
- Dias Taxa de degradagiol C.V.
(%) (%)
1 79,31b 22,23
2 80,43 b 18,78
3 81,77 a 16,26

P.J. BURGER et al,

N, expresso em percentagem, como a varidvel
dependente Y e os tempos de fermentagio co-
mo a varidvel independente X, a equagio de
regressdo obtida foi ¥ = 82,24 + 1,83 - 0,05
X? (P < 0,01), explicada por 62% das varia-
goes nos tempos de fermentagdo. O ponto ma-
ximo de fermentacio estimado foi s 19 horas
e 18 minutos de incubagao.

As taxas de degradagio do N observadas
para a farinha de came foram superiores as
encontradas na literatura, Loerch et al, 1983a,
1983b). De uma maneira geral, podem ser
comparados com o resultado de 86,46% regis-
trado para a degradagio do N in vive, relatado
por Loerch et al. (1983b). A equacio que
melhor se ajustou para distribuigao dos dados
foi Y= 83,37 + 0,40 X. O coeficiente de
determinagio foi de 38% (P < 0,01}, dando
conta da contribui¢fio dos tempos de fermenta-
¢ao da variagfio das taxas de degradagio do N.

TABELA 3. Médias e coeficientes de variacio
das taxas de degradagio do nitro-
génio, para alimentos estudados,
por dias de ensaio, pela técnica in
situ.

. . Taxa de
Alimentos Dias degradagio*
(%) (%)
Farelo de soja 1 91,72b 9,23
2 90,39 be 8,69
3 9445a 5,73
Farinha de carne 1 88,31 cd 6,11
2 86,54 de 7,14
3 86,18 de 5,00
Feno de alfafa 1 82,32 f 14,19
2 82,86 f 15,67
3 83,76ef 11,25
Capim-¢lefante 1 54,89 h 23,84
2 6194 ¢ 21,11
3 6268g 1,33

1 Médias de 80 valores (2 repetigbes x 2 duplicatas x
4 alimentos X 5 tempos de fermentagdo).

Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatis-

ticamente, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.
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1 Médias de 20 valores (2 repetigoes x 2 duplicatas x
5 tempos de fermentagio).

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatis-

ticamente, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.
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O resultado, nas 24 horas de incubagéo, da
taxa de degradagido do N para o feno de alfafa
foi comparével aos obtidos por Al-Haydari et
al. (1981), sendo os tempos anteriores de fer-
mentagio superiores aos relatados na literatura
(Nocek et al. 1979 e Loerch et al. 1983a). A
andlise de regressdo registrou um coeficiente
de determinagio de 83% (P < 0,01), sendo
que a equagio que melhor descreveu a relagio
entre as taxas de degradagio e os tempos de
fermentagio foi Y = 64,54+ 3,84X - 0,11 X2,
O ponto miximo de fermentacio foi as 17 ho-
ras e 27 minutos de incubagio, com taxa de
degradacio de 98%, 0 que se aproximou do
valor (95%) in vivo da degradagio do N refe-
ndo por Burroughs et al. (1975).

TABELA 4. Médias, coeficientes de variagio e
amplitude das taxas da degradagdo
do N, para os alimentos estudados,
por tempos de fermentagio, pela
técnica in sitd,

Amplitude
Alimentos
TF. T.D. CV. LI LS,
() (W (B (B (%)
Farelo de soja 1 83,35fg 6,61 74,55 90,77
3 B6,42ef 6,46 75,38 94,18
6 9584ab 1,60 93,41 97,71
12 9581ab 5,07 85,74 99,59
24 99,81a 0,27 99,02 99,83
Farinha de carne 1 80,27gh 4,06 75,61 85,92
3 86,33ef 3,43 81,95 91,31
6 B89,39cde 4,67 81,04 94,38
12 86,27e¢f 5,08 78,21 93,30
24 92,81bc 2,03 90,57 96,42
Feno de alfafa 1 6560 10,97 49,28 74,75
3 76,69h 6,19 69,37 84,79
6 87,14def 2,28 83,83 51,28
12 91,89bed 0,81 90,72 93,42
24 93,59bc 1,57 91,00 96,68
Capim-¢lefante 1 49,161 17,66 31,74 59,68
3 56,04k 17,98 33,73 74,74
6 56,31k 14,71 36,07 69,25
12 64,61j 9,41 50,14 74,04
24 73,07i 8,84 65,94 87,53

1 M&dias de 12 valores (2 repetigSes x 3 dias x 2 duplicatas),
Mé&dias seguidas da mesma letra nfo diferem estatisticamen=
12, pelo teste de Duncan, ao nfvel de 5%.

T.F. = Tempos de fermentagho

T.D. - Taxa de degradacfo

L.I. - Limite inferior

L.S. - Limite superior
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Na bibliografia consultada ndo foram en-
contrados resultados de avaliagio do capim-
elefante relativos & degradacio ruminal de
proteina in situ. O valor médio observado para
as 24 horas de incubacfio foi inferior ao rela-
tado para a estimativa in vive por Burroughs et
al. (1975).

O coeficiente de determinacio denotou que
os tempos de fermentagdo concorreram com
50% da variagio total nas taxas de degradagao
do N, sendo que a equagiio que melhor se
ajustou foi Y = 50,94 + 0,97 X,

Segundo a literatura, dentre os fatores que
podem contribuir para a ocorréncia de valores
mais elevados para as taxas de degradacdo do
N para os tempos iniciais de fermentacio dos
substratos incubados, destaca-se a dieta exclu-
siva de volumoso quando fornecida aos ani-
mais. Esta incrementa a atividade celulolitica
dos microorganismos, expondo mais proteina
para a agio proteolftica {(Ganev et al. 1979 ¢
Lindberg 1981). No caso da farinha de came,
a degradabilidade das protefnas depende alta-
mente do processamento térmico na fabrica-
¢do. Supde-se que os valores elevados obser-
vados se devam a um efeito reduzido da solu-
bilidade e degradagido por ocasido do proces-
samento desse substrato protéico.

Como segundo fator, poderia ser considera-
da a possibilidade de uma agio abrasiva entre
o material fibroso da digesta ruminal do volu-
moso com a superficie da bolsa. Esta agio
abrasiva, mais a movimentagio das bolsas sob
pressdo, agiriam na desobstrugio contfnua do
material acumulado nos poros, constitufdo de
particulas do contelido fibroso e de limo bac-
teriano (Nocek et al. 1979). No presente tra-
balho, as bolsas foram recuperadas sempre em
associagio com o material fibroso do contelido
do ruminal, permitindo o efeito abrasivo,

Outro fator que pode ter contribufdo para a
elevacio das taxas de degradagho do N nos
tempos iniciais de fermentagio foi a utilizagfo
de suportes que permitiram a livre movimenta-
¢io das bolsas no nimen. Nio se observou
embaragamento de fios, o que & comum na
utilizagio de linha nos suportes das bolsas,
trazendo como conseqiiéncia a interrupgdo na
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incubagio (Nocek 1985). A relagio de
3,3 mg/cm? entre o peso da amostra e a 4rea
de superficie da bolsa também pode ter con-
corrido como mais um fator para a apresenta-
¢do de valores elevados para os primeiros
tempos de exposigio ruminal, A relagfo utili-
zada pode implicar menor proporgiio entre o
substrato e o indculo do nimen com a possivel
formagdo de um microambiente alterado den-
tto da bolsa (Zinn et al. 1981), Stern et al,
(1983) citam uma possivel superestimagio do
desaparecimento de N, associada com trans-
tornos na remogao do conteddo indigerido das
bolsas que poderiam ser minimizados com a
anflise do substrato residual juntamente com a
bolsa de fibra artificial pelo método do macro-
Kjeldahl,

CONCLUSOES

1. O método mostrou-se vidvel, apresentan-
do um baixo coeficiente de variacio dando
conta da precisdo ¢ da repetibilidade das ob-
servagoes,

2. Para a implementacgio da técnica, deve-se
padronizar, quantificar e controlar os fatores
de variagio, comparando-a cautelosamente
com os resuitados obtidos em outros trabalhos.

3. Futuras pesquisas sdo necessérias para,
em experimentos in vivo, relacionar os resul-
tados do desaparecimento do N obtido in situ
¢ as estimativas das taxas de passagem dos
alimentos no nimen, além de associar a degra-
dabilidade protéica com o desempenho animal.
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