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C 5.1. Principios das medicoes,definigcoes e metodologias envolvidas em

estudos da digestao 7n vivo.

Digestibilidade da racao. A guantidade de um nutriente 'aparentemente'

digerida é a diferenca entre uma quantidade de um nutriente que entrou,
apos aplicagao oral ou ingestao numa seccao ou no tracto gastro-intesti-
nal total (I), e a quantidade do mesmo nutriente que é rejeitada aboral-
mente a secgao ou tracto gastro-intestinal total (E)

= I-E
te'' digerida de um nutriente e a quantidade ingerida desse nutriente (I)

- LE (de0a1)

expressa, em percentagem da quantidade de material ingerida

= 325 % 100 (de 0 a 100 )
bsorvida de um nutriente) é a diferenca entre a quantidade de um nutri-
ente que entrou oralmente numa sec¢ao ou no tractogastro-intestinal to-
tal (I) e a quantidade do mesmo nutriente que é rejeitada aboralmente a
sec¢ao outracto gastro-intestinal total (E), deduzida da quantidade endo-
gena do nutriente (e)

= I-(E-e)
A digestibilidade ''verdadeira' (= absorbabilidade) é a relacao entre a
quantidade ‘'verdadeiramente digerida' de um nutriente e a quantidade in-
gerida (I)

1-(E-e)

=—I——(0a1)
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Cinetica da digesta. 0 alimento ingerido e a agua desaparecem do rumen

de duas maneiras: por digestao e absorcao,e por passagem. Somente a ma-

teria nao digerida passa para o compartimento digestivo seguinte. Neste

contexto a taxa de desaparecimento,do rumen, de qualquer componente. ali-

mentar sera a soma das taxas de digestao e passagem, a qual iguala a ta-

xa de aparecimento nos efluxos (produtos absorvidos e materiais saidos).

A taxa de saida ou passagem, num sentido matematico estrito, refere-se ex-
clusivamente a passagem ou saida de material nao digerido. Por outro la-
do, a renovagao (''turnover') é funcao tanto da taxa de digestao como da
taxa de saida ou passagem. A saida e digestao oferecem maneiras competi-
tivas para remogao da digesta. A taxa de digestao associada a taxa desai-
da determinara a extensao da digestao no interior de um compartimento.Es-
tas taxas relativas também determinam a quantidade de matéria potencial-
mente digestivel que escapa a digestao e que chega as fezes. A  passagem
ou transito refere-se ao fluxo de residuos indigeridos atraves do tubo
digestivo. Existem dois métodos gerais para medicao do transito. 0 mais
simples € a medigao ou calculo do volume do rumen e divisao dessa quanti-
dade pela ingestao para obter um tempo de renovagao (''turnover time'')cal-
culado. 0 calculo e relevante para o transito desde que na base da  de-
terminagao esteja um marcador indigestivel, recuperavel, de referéncia.
Alternativamente pode-se administrar uma dose unica de marcador indiges-
tivel seguida de colheitas frequentes durante algum tempo. A fistulagao e
canulagao do compartimento digestivo em estudo facilita a administracao
dos marcadores e a colheita de amostras para determinagao da sua concen-
tracao na digesta. Dadas as confusoes que por vezes se estabelecem rela-
tivamente ao significado de muitos termos usualmente utilizados, e dado
que nem sempre € nitida a derivacao de algumas das equagoes utilizadas nos

calculos acima referidos, nem facil de encontrar na bibliografia mais co-
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mum, achou-se oportuno definir adequadamente as bases dos calculos.

0 organismo animal pode ser encarado como sendo composto por
um conjunto variado de ''pools'' ou compartimentos, contendo moléculas carac-
teristicas, envolvidos em parte por barreiras anatomicas. As dimensdes de

|Iin_

tais 'pools'' tendem a permanecer relativamente constantes quando os
puts'’ igualam os ''outputs''. Varios conceitos sao utilizados para definirem
o movimento dos constituintes de qualquer '"pool' (Warnen, 1981):
Velocidade - Conceito apenas aplicavel a fluxos tubulares, em que um bo-
lo de digesta retem a sua coeréncia e atravessa o segmento do tubo di-
gestivo em estudo, mais ou menos directamente, sem divergéncia.Exprime-

-se em unidades tais como mm/s,

Taxa_de fluxo, ou apenas fluxo - Refere-se a quantidades de material di-

gerido ou transformado (nomeadamente em biomassa microbiana) nos, absor-
vido doé;ou segregado para, segmentos do tubo digestivo. Exprime-se em
unidades tais como 1/h ou Kg/h. Autores Franceses (Genest, 1982)utilizam
igualmente termos como débito (ml/h) e fluxo (ml/2kh) para exprimirem a
mesma ideéia.

Taxa de passagem - £ uma medida da duragao de retengao de porcoes indi-

viduais de digesta no tubo digestivo ou em qualquer dos seus segmentos,
ou seja, o tempo a que ai sao sujeitas aos processos de mixagem mecanica,
digestao, fermentagao microbiana, absorcao, etc. Exprime-se em unidades
tais como h-1, ou, mais usualmente, o reciproco, h. Como medida da taxa

de passagem utiliza-se por vezes a taxa de fluxo fraccional (K.h-l) - a

fraccao do conteudo do tubo digestivo, ou de qualquer dos seus segmentos,
que dele sai por unidade de tempo. Como sinonimo deste termo encontramos

outros, tais como taxa de alimentagao, taxa de passagem, taxa de reno-

vagao... . 0 significado é basicamente o mesmo: Refere-se a quantidade

de material (ou moléculas) que abandona o '"pool' por unidade de tempo, e
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representa-se usualmente por K. Este conceito pressupoe um sistema em e-
quilibrio (''steady state") com todas as taxas e volumes mantidos cons-
tantes. Apesar de ser esta a definigao mais (til, nao € no entanto a
mais usualmente utilizada, nem a mais geralmente aplicavel. Prefere-se

frequentemente utilizar o conceito de tempo de retencao como medida da

taxa de passagem. E o tempo que determinada fracgao da digesta & retida
no tubo digestivo ou num dos seus segmentos. A medida mais importante do
de todos os elementos da digesta sujeitos a estudo.Em condigoes de equili-
brio o tempo de retencao médio € igual ao reciproco da taxa de fluxo frac-
cional:

1

Taxa de fluxo fraccional
(Taxa de passagem)

Tempo de retencao medio =
(Tempo de renovagao)
("Turnover time'')

_ Volume do conteudo
" Taxa de fluxo fraccional

E o tempo necessario para que desapareca 63% do material do '‘pool .Repre-
senta-se usualmente por T . Alguns autores (Faichney,1980b) consideram a

xa de fluxo (taxa de saida) e da taxa de degradacao (ou de digestdo):
Taxa de desaparecimento = Taxa de digestao + Taxa de passagem

Outra medida usualmente utilizada para caracterizar a taxa de passagem & o
tempo_de _semi-vida ('*half-time''): E o tempo necessario para a renovacao
(""turnover'") de 50% do substrato.

Para os caiculos do volume do rumen, da cinética da saida das
substancias, e do tempo médio de permanencia,utilizam-se marcadores indi-

gestiveis e nao absorviveis capazes de se associarem intimamente ao mate-

rial em estudo.
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Definicao matematica do tempo medio de renovacao e da taxa de renovacao

Um sistema continuo,em equilibrio (''steady-state') & descrito

pelo volume V e pela taxa de alimentacao ou de diluicdo.Em vez do volume

pode-se usar X para representar a quantidade de um componente  qualquer
(*'pool'') no rumen. A taxa de alimentacdo (taxa de diluicdo; taxa de re-
novacao; taxa de fluxo ) pode ser expressa como a quantidade de material
que entra no rumen por unidade de tempo, ou, mais utilmente:

~ uantidade ingerida ou
Taxa de renovacgao Q 9

_ administrada por unidade de tempo
" Quantidade presente no rumen

de qualquer com-
ponente no rumen (tamanho do ”pOO]”)
Se o ''pool'', ou quantidade total presente, for representado pela unidade
(1), a quantidade ingerida ou administrada por unidade de tempo pode ser

expressa como uma fraccao desse total. Por exemplo, se a digesta no ru-

men de um ovino representar 4 400g de MS, e a taxa de alimentacao for

240g.h"),

Taxa de renovagao 21+Og.h-1 240g 1

da MS no rumen L 400g L 400g.h 18,33h
A taxa de renovacao (quantidade ingerida por hora) da MS no rumen &

1 : . -~ -
833 da presente no rumen. 0 reciproco desta fracgao (18,33h) € o tem-

po_de renovacao ( por vezes designado ciclo de renovacdo):

Quantidade presente no rumen .~ 4 4oog
T = = '] = 18,33h
Quantidade ingerida ou adminis- 24og.h

trada por unidade de tempo
€ o tempo requerido para a entrada (ou saida) de uma quantidade de MS (no
presente exemplo) igual ao representado no rumen.
Se se adicionar uma dose Unica de um material inerte de refe-
réencia (marcador) a um rumen de volume constante, com mixagem instantanea

e continua, a quantidade do marcador que abandona o rumen por passagem,
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em qualquer instante, dependera da quantidade presente nesse mesmo ins-
tante (concentragao). Devido a mixagem do marcador com o conteudo nio mar-
cado presente, e com o material nao marcado ingerido ou administrado pos-

teriormente, nem todo o marcador sai durante um ciclo ou tempo de renova-

cao, embora, como é evidente, durante esse periodo de tempo o material to-
tal que abandona o rumen seja equivalente ao total que nele entra.

Se representarmos por X a fraccao da substdncia original no ru-
men ao tempo t (com a quantidade inicial =1, ou seja, a sua totalidade),

a taxa de alteracao na quantidade fraccional de marcador inicial ainda pre-

sente sera

dx/dt = -Kt (1)
em que a constante K e a taxa de renovagao, de valor negativo porque a
quantidade de x diminui.

A integragao de Eq. 1 da

In x = -Kt+C
No instante em que se adiciona o marcador, x=1, t=0 e C=0, e a equagao in-
tegrada torna-se

In = =Kt (2)

. = oKt (3)

ou

A integragao entre limites

X t
A S T
X X t
1 ]

da a equagao

In x2/x1 = -K (tz-t1)
ou

2,3 log x,/x, =K (tz-t1) (4)

Quando tiver ocorrido um ciclo ou tempo de renovagao, ou seja, quando ti-
- 1
ver decorrido 18,33h no ovino exemplo, Kt iqualara 1'——8———— do alimento
p b g ’ 1 ,33

(MS) representado pela digesta ruminal total sera ingerido a cada hora, e

258




o alimento consumido em 18,33 horas igualara a quantidade representada no
rumen, ou seja, 1. Esta quantidade (em equilibrio) (''steady-state') de um
material representado no rumen, igual a quantidade que entra ou sai duran-
te um ciclo, periodo ou tempo de renovacao (''turnover time") é o "pool",
designado usualmente por A. A fraccao, x, do marcador ainda presente no
rumen apos um ciclo de renovacao sera 0,37 da quantidade inicialmente
adicionada: Da Eq. 2, In=-1 (Kt=1);log x = E% = -0,43478=9,56522-10, pa-
ra o qual o antilogaritmo € 0,37. !sto significa que do material existente
no rumen em qualquer momento, 0,37 ainda estarad presente depois de ter de-
corrido um tempo ou ciclo de renovagao (T). Este tempo T é o reciproco da
taxa de renovacao (K), como se disse préviamente: K= l—-. Assim, e para o

T

exemplo dado, para uma taxa de alimentacao de 1,31 por dia, T seria 0,764

dias ou 18, 33h.

Pode-se demonstrar matematicamente e graficamente que o tempo me-
dio que as particulas da digesta permanecem no rumen é igual ao tempo de
renovagao (''turnover time'). Para tal reportemo-nos novamente 3 Eq. 2 que

descreve a curva representada na figura seguinte.

-Kt
Curva para x=e

10+ "'"'-"--—-"':"’ quando K=1/24 por hora
1

" . t=tempo em horas
= i
-~ |
@ !
< i
0 054 :
© ] "

o o !
'@ C ! '
O = | i
O] o | 1
2T ' I
w o § 1
I= ,69Tl
+ ¢ + —+ t + ¢ + + =\ ==

6 12 18 24 30 36 42 43 54 60

Tempo em horas

Curva mostrando a diluigao de uma dose Unica de marcador
adicionada a um sistema continuo em equilibrio com um

tempo de renovagao (''turnover time'') de 24 horas.
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Quando T e o tempo medio que as particulas permanecem no rumen, a area do
rectangulo 0; 1,0; i; T iguala a area total entre a curva e os eixos dos

x e dos t. A area sob a curva e igual a

S xdt.

e Kt (gq. 3),

Uma vez que X

t=* Kkt 1 Koo
ft=Oe dt=-—K—e

P R S
K K
Se-—%— = T, a area sob a curva é igual a area do rectangulo.
E obvio que, para um longo periodo,o tempo medio no rumen deve
igualar o tempo requerido para que entre uma quantidade de alimento e-
quivalente. De outro modo a quantidade representada no rumen ("'pool')al-
terar-se-ia.
Uma vez demonstrado que T =-:%— , outra forma de justificagao

do significado do tempo de renovagcao e como se segue: Dada a equagao

1
X = Xq e-Kt, e dado que, tal como foi definido, T = :%f" X=X¢ e-KX(-K ,
+1 X0 N
donde x = x5 e ', e x = - - Como, por definigao, xo = 1 para o tempo T
(tempo de renovagao), tem-se x = %— = 0,37. Ao fim do tempo T a quanti-

dade x que permanece e igual a 0,37 da quantidade presente ao tempo tg,ou
seja 1 (a totalidade). Ao tempo T despareceu 0,63 de 1(da totalidade), ou
seja, 63%.

Partindo da mesma equagao x =Xq e-Kt, facil e verificar que T1/2

= . Com efeito, o tempo de semi-vida (''Half-Time') &, por definicao,

o periodo de tempo que leva a renovar 50% da quantidade total presente ao

X

5 - . . 0
tempo t = 0, ou seja, o tempo necessario para x igualar - (para que a

concentragao do marcador baixe metade, ou para que o 1092 da concentracgao

baixe 1). Substituindo na equagao, x por xo/2:

Xo/2 = Xg e K T1/2.
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Por transformagao logaritmica,

log (xo/2) = log x, K T1/2 e logx - log 2= log x, - K T]/2
Simplificando ,
_ o _log 2 0,693
log 2= - KTy e T~k - K

Formulas de calculo do fluxo da digesta

Em condi¢oes de equilibrio ("steady-state''), em que teoricamen-
te o volume do rumen ( ou qualquer outro compartimenfo em estudo) perma-
nece constante, pode-se calcular a taxa de fluxo da fase liquida do rumen
(F), o volume de distribuicao do marcador da fase liquida (V) e o tempo
médio de permanéncia do liquido no rumen (tempo de renovagao) (T)adminis-
trando uma dose Unica de marcador e estudando a sua taxa de desaparecimen-
to ao longo do tempo. Uma vez que apos a administragao do marcador a mi-
xagem nao €& instantdnea, Xo pode ser calculado como sendo a intercepgao da
recta de regressao Inx = Tnx -Kt. Apos obtengao do valor de -K,calcula-se
o valor de T:(%). 0 volume V do liquido ruminal é calculado a partir da
diluicao sofrida pelo marcador.

Quantidade de marcador administrado (g)
Concentragao do marcador ao tempo t=o (intercepgao

vV (ml) =

da recta Inx = lnxo - Kt) (g.ml-l)

Com infusao continua do marcador pode-se calcular a taxa de fluxo de 17-
quido do rumen para o omaso a partir da concentracio do marcador no liqui-
do que sai: Sendo Qr a quantidade de marcador que sai do rumen (igual 3

quantidade Qa que é administrada), se

Ca = concentracdo do marcador na solu¢3o administrada (g.ml-l);
da = debito da solugao de marcador administrada (ml.h-]);
Qa = Ca x da

0 fluxo da fase liquida (ml.h-T) e calculado a partir da concentracao do

marcador na fase liquida do rumen (Cr)
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_Ca (g.m”) X da (mi.h7h)

Fluxo (ml.h™") =
Cr (g.ml ")

Fm.h ) =% (g'h-I%
Cr (g.ml ')

Com os valores de -K e T]/Z,ca]culados a partir da cinetica de desapareci-
mento do marcador do rumen, e o valor de F calculado durante o periodo

de infusao continua,pode-se calcular com maior precisao o valor de V:
F 1 v
Vg =TXxF (T=7=—5)

A quantidade de marcador presente no rumen ("rumen marker pool')
P=QaXT
e afracgaode P (do ''pool') no rumen que é transferida para fora do or-

gao por unidade de tempo ( A ) (ou fraccdo do volume do rumen),

_ G
A= T

0 volume de digesta (17quido+sdlido) (em 1) pode calcular-se:

Volume do 1iquido X 100
100 -MS (%)

0 doséamento do Cr_0,, marcador da fase solida, permite calcular

273

os fluxos (F) de matéria séca do rumen, do mesmo modo que o Co-EDTA permi-

te calcular o fluxo de liquido:
1

y . Qa (g.h” )

-1
Cr203 (g.g de MS)

Fus (g.h-

A renovacao da matéria particulada no rumen é importante nos ruminantes
porque a) a matéria particulada constitui a fonte de energia digestivel
para o crescimento microbiano e b) a renovagao dos residuos das parti-
culas indigestiveis estabelece a ingestdo de forragens menos digesti-
veis (ELLLs, 1978). Contudo, dada a natureza exploratéria dos presentes
estudos, nao se determinou aquele parametro para a fase particulada (par-
ticulas que nao fluem com a fase liquida).

0s fluxos de liquidos e s6lidos ao nivel do duodeno sao calcu-
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lados a partir de equagoes identicas as utilizadas para o rumen,mas con-
siderando as concentracoes dos marcadores nas fases liquida e solida (05;7
tidas por centrifugagao ou filtracao) da digesta duodenal.

Como se viu, é possivel calcular a quantidade e composigao da
digesta no rumen e duodeno de ovinos alimentados continuamente ou frequen-
temente a intervalos fixos, se se utilizarem dois marcadores, um dos quais
permaneca em solugao enquanto o outro se associa intimamente a materia

particulada. Este método dos dois marcadores pode ser utilizado em ani-

mais alimentados intermitentemente se as amostras colhidas forem repre-
sentativas do ciclo alimentar total (Faichney,1980a). No entanto este
método pressupde um comportamento ideal de ambos os marcadores. Faichney

( 1975 ) descreveu um outro método, designado de duplo marcador e que nao

exige um comportamento ideal dos marcadores. No entanto, o numero de ana-

lises requerido € muito superior e para os presentes estudos achou-se pre-

ferivel a utilizacdo dos dois marcadores. Note-se que o método dos  dois

marcadores, tal como definido por Faichney {1975),embora requerendo um com-
portamento ideal para aqueles, considera uma correccao: se se suposer que

a fase liquida (filtrado) contem toda a agua numa amostra da digesta, en-

tao a fraccao da amostra que é 'filtrado" (fase solida) (FF) e dada por

_ (1-MS da digesta)

FF = 9-HS do filtrado)

Nos calculos subsequentes as concentracoes dos marcadores sao expressas
sob a forma de frac¢ao da quantidade do marcador infundido nas 24 h, ou
por Kg de digesta ou filtrado; a concentragcao de MS como uma fracgao da
amostra fresca,e as concentragoes de N como g.Kg-1 de digesta ou filtra-
do.

Como parte do Co-EDTA infundido se associa com a matéria seca
da digesta (Fadlchney, 1975), a sua concentragao na agua do filtrado sera

menor que a sua concentragao aparente na agua da digesta. A relagao des-
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tas concentracoes € a efectiva fraccdo de infusdo para o Co-EDTA no fil-
trado e pode-se calcular assim:

(Co-EDTA no filtrado)

- X FF
Co-EDTA na digesta

A.concentragéovdo Co-EDTA no filtrado € corrigida dividindo pela fracgao
de infusao efectiva, e como o fluxo de filtrado corrigido e o reciproco
de concentragao corrigida de Co-EDTA no filtrado, o seu calculo pode ser
simplificado em

FF
Co-EDTA na digesta

Fluxo do filtrado =

0 fluxo de filtrado nao corrigido é simplesmente o reciproco da concen-
tracao de Co-EDTA no filtrado. 0 fluxo de Cr203 no filtrado € subtraido
da unidade para dar a fraccao de infusdo efectiva para o Cr203 no fil-
trando (I). Assim

I =1 - (Cr203 no filtrado X fluxo do filtrado)
e a cohcentracao de Cr203 no filtrando calcula-se:

Cr,0, no filtrando = Cr203 na digesta - (FF X Cr203 no filtrado)

3
(1-FF) X 1

entao

1

Cr203 no filtrando

Fluxo do filtfando =

Fluxo da digesta = fluxo do filtrado+fluxo do filtrando.
0 fluxo de N pode entdo calcular-se:
Fluxo de N = N no filtrado X fluxo de filtrado+

N d . _ . R ,.
. {Mda dlges:fﬁ__ﬁ(” XN do filtradoly ¢)ux5 do filtrando }

Subsequentemente, o fluxo de qualquer outro constituinte da digesta pode
ser calculado substituindo as suas concentragoes pelas do N na dltima e-

quagao.
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Marcador unico

1
conc. de cada marcador na digesta
(Kg) (Em fraccao da dose das 24 h)
(Por Kg de digesta)

Fluxo da digesta =

Fluxo N= F.digesta X conc. N na amostra de digesta

Calculo da proteina bacteriana e alimentar que flui ao nivel do duodeno

e modo de expressao da eficiéncia da sintese. Nos ruminantes consumindo

alimentos normais o azoto nao amoniacal (NNA) que flui para o intestino

delgado consiste em proteina bruta microbiana (NX6,25) sintetizada ao

nivel do reticulo-rumen, proteina alimentar que escapa a fermentagao mi-

crobiana e NNA das células epiteliais descamadas e das secrecoes aboma-

sais (Mathens e Miller, 1980). A quantificacao destes componentes e a de-
terminagao do modo como variam com diferentes alimentos e regimes ali-
mentares € de importancia central para recentes propostas para novos me -
todos de avaliacao da contribuigao proteica dos alimentos e de calculo
das necessidades proteicas alimentares (Jowwet e Vernite, 1977; Roy et
al., 1977; Sattern e Rofglen, 1977). Tanto a contribuicao alimentar como
microbiana podem ser determinadas na base do conhecimento do fluxo de NNA
para o intestino delgado e da determinagao da proporgao de NNA microbia-
no no NNA total presente na digesta abomasal ou duodenal. A contribuicao
do N endogeno €& avaliada na base do peso vivo (Phillipson, 1964) ou do ni-

vel de ingestao de MS (Hogan e Weston, 1967).

Calculo da degradacao do azoto no rumen in vivo

Distinguem-se principalmente dois métodos para calcular a degra-
dabilidade in vivo das proteinas no rumen (Stern e Satten, 1982): 0 método
da regressao e o da diferenca. Com o primeiro, a proporgao de proteinas a-

limentares nao degradadas no rumen e calculada a partir da relacao entre o
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fluxo de proteinas ao nivel do duodeno e a quantidade de proteinas ingeri-
das: A proteina problema € adicionada a uma ragao em quantidades crescen -
tes, mantendo constante a ingestao de matéria séca. A contribuigao da pro-
teina microbiana para a digesta duodenal € considerada igual para todas as
ragoes, O que requere que as racoes sejam formuladas com iguais fermentes -
cibilidades. Quando o fluxo duodenal de acidos aminados (Y) € representado
relativamente aos acidos aminados ingeridos (x), o aumento no fluxo é atri-
buido a proteina problema. 0 coeficiente de regressao € representativo da
proteina alimentar nao degradada. Hvelplund et al., (1976) sugeriram outro
método baseado na técnica de regressao: As proporgoes de N alimentar nao
degradado e N microbiano que atingem o duodeno sao calculadas a partir da
relacao entre a razao NNA duodenal/N ingerido (Y) e o teor em N do alimen-
to (g N/Kg MS) (x). Utilizaram a equagao Y = A + -g—-, em que A= proporgao
de NNA que chega ao intestino, nao degradado, e b= N microbiano sintetiza-
do/Kg de MS ingerida.

Com o segundo metodo mede-se a quantidade de proteina ingerida e
o fluxo de proteina total ao nivel do duodeno. As proteinas de origem mi-
crobiana e endégena_séo calculadas, com base num marcador microbiano e no
peso vivo, respectivamente, e as proteinas alimentares nao degradadas no

rumen sao calculadas por diferenca.

Marcadores utilizados no estudo da sintese microbiana no rumen

A sintese proteica microbiana € determinada atraves da wutiliza-

cao de marcadores tais como acidos nucleicos {Mc Allan e Smith, 1969),aci-

dos aminados [ diaminopimeélico (ADAP) ( Hutton et al., 1971);D-alanina
(Garnet et al., 1982) ou acido D-glutamico (Mc Mdillan, 1982)]ou i sotopos
radiactivos que sao incorporados pelas bactéerias, marcando-as [355 (Wal -

ker e Nader, 1968; Mathers e Millen, 1980), '°N (Pilgnim ot ak., 1970;
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Nokan et al., 1976) ou 3P (Van Nevel e Demeyer, 1977)]. Também se tem
utilizado o acido aminoetilfosfénico (AEP) como marcador dos protozoarios
(Abou Akkada et al., 1968), mas recentemente a sua validade foi posta em
causa (Theuren, 1982).

A maioria das técnicas foram recentemente revistas por Stewn e
Hoover (1979), Theurern (1982), Buttery e Lewis (1982) e Tamminga (1983).

Diferentes autores compararam os diversos marcadores (Haumeyer
et al., 1976; Ling e Buttery, 1978; Smith et al., 1978; Tamminga, 197§ ;
Siddons et al., 1979 ; Hanuison e Me Allan, 1980; Thewren, 1982; Tammin-
ga, 1983), tendo observado que os resultados diferem consoante o marca-
dor utilizado.

Com excepcao do ADAP, D-alanina e acido D-glutamico todos os
marcadores sofrem o efeito das contribuigoes endogenas ao nivel do in-
testino: o ARN devido as celulas de descamagao; os isotopos radioactivos
porque requerem periodos relativamente longos de infusao para atingirem
estados de equilibrio e o conteldo intestinal atinge o seu maximo enri-
quecimento em radioactividade.

No pressuposto de que as bactérias colhidas do conteudo rumi-
nal sao representativas dos microorganismos que atingem o abomaso e in-
testino delgado, a contribuigao da proteina microbiana para o suprimento
proteico total ao nivel do intestino e usualmente medida como a ''dilui-
¢ao'' do marcador comparada com o teor em marcédor nos microorganismos
isolados do conteido ruminal. 0 teor em marcador das bactérias ¢ varia-

vel, dependendo da hora de colheita apos a alimentacao ([ Dugva et ak.,

1982). A actividade especifica do P-fosfato inorganico do rumen,o pre-
cursor do P incorporado nas bactérias ruminais, tambem parece ser varia-
vel (Smith et wl., 1978).Nao existem informacoes relativas aos outros
marcadores. Tal como referem Smith et al., (197§) e [ Buttery e Lewds,

1982), continua por resolver o problema de se saber qual dos marcadores
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€ o mais preciso.

Os protozoarios contribuem significativamente para a fermenta-
gao ruminal, particularmente da fibra (W{l&iams, 1982; Hobson e Wallace,
1982; Marinho, 1983). No entanto estes microorganismos sao sequestrados
no rumen (Wellen e Pilgrim, 1974 ; Harwison et al., 1979), principalmente
os Holotricas (Marninho, 1983). Esta sequestragao permite-lhes sobreviver
no rumen, ja que a sua taxa de renovagao € muito menor que a da fase 1{-
quida (Leng et al., 1981) e a sua contribuigcao para o N duodenal total é
muito menor do que seria de esperar pela biomassa normalmente presente no
rumen. Mesmo assim sao referidos valores por vezes elevados: 50% do N mi-
crobiano total (Kutilov et al., 1976) e 25% do N intestinal (Hauiuison et
al., 1979} em ovinos, e 40% do azoto duodenal total em vacas leiteiras
(Steinhour et al., 1982). Desta forma € grande a incerteza relativa ao
calculo, por diferenga, da quantidade de proteina alimentar nao degrada-
da no reticulo-rumen e os valores de degradagao podem ser bastaﬁte ma io-
res que os calculados.

0 método da diferenga, utilizado no presente estudo (como alias
qualquer outro) esta longe de ser rigoroso, e € normalmente confrontado
com coeficientes de variacao da ordem dos 50 a 100% (M{lLer, 1978; Prs-
kov, 1980). 0 erro presente na determinacdo da contribuicdo microbiana &,
por subtracgao, transferido para a fracgao (usualmente muito menor) da
proteina alimentar n3o degradada no rumen. Por exemplo, se o conteudo em

azoto microbiano na digesta duodenal fGsse calculado em 70% (+ 10%), e a

contribuicao endégena em 10%, entao o conteudo em proteina alimentar se-
ria de 20% ( + 102 ), o que representaria um coeficiente de variagdo de
50%.

Como foi dito anteriormente, os valores calculados da sintese

microbiana dependem do marcador utilizado e da possibilidade de obtencao
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de uma amostra de bactérias do rumen representativa da populagao que flui
para o abomaso e duodeno. Mac Rae e Reeds (1980), citando trabalhos de
Ling e Buttery (1978) e de Siddons et al., (1979) compararam medicoes do
fluxo duodenal -de N microbiano utilizando diferentes marcadores ( ADAP,
ARN, 355 e 15N ). Verificaram grandes discrepancias, variando os valores
encontrados de 0,47 (ADAP) a 0,70 (ARN) para uma dieta a base de cevada
e baga¢o de soja, e de 0,45 (15N) a 0,93 (ARN) para outra a base de si-
lagem. Com dietas a base de feno e silagem aqueles autores encontraram

35 & 15\, Dis-

valores duas vezes superiores com o ARN e ADAP que com o
crepancias similares sao referidas por Tamminga (1978), Ling e Buttery
(1978), Harnison e Mc AlLan (1980), Thewrer (198Z7).Diferencas no conteudo
em celulas bacterianas e a sua lise e reciclagem no rumen também podem a-
fectar a precisao do método. 0 teor em marcador das bactérias € variavel
consoante a hora de colheita apos a alimentagao (Dufva et al. ,1982). No
entanto, nas presentes condigoes experimentais (alimentacdo continua e
colheita de bactérias de uma amostra compdsita de digesta ruminal obtida
a diferentes horas do dia cobrindo todo o ciclo nictemeral) a concentra-
¢ao em D-alanina encontrada devera ter sido bem representativa das bac-
téerias que atingiram o duodeno. Além disso,a D-alanina (ao contrario do
acido diaminopimélico) esta presente (tal como o acido D-glutdmico) nos
mucopeptideos das paredes celulares tanto das bactérias Gram+ como -das
Gram- (Schliegfer e Kandler,1972). No entanto, tal como acontece com o
ADAP, o teor em D-alanina pode variar de estirpe para estirpe pelo que cam
este tipo de marcadores so e possivel obter calculos muito gerais.

0 doseamento da D-alanina, realizado sobre as amostras compos i -
tas de bacterias do reticulo-rumen de cada carneiro em cada dieta e so-

bre as amostras compositas das fases liquida e solida das digestas duode-

nais, permitiu a quantificacao da proporgcac de azoto microbiano total no
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azoto nao amoniacal na digesta duodenal. 0 teor em D-alanina € expressa
em g/16g de N (ou 100g de PB, seja N X 6,25). Seja:

a

g de D-alanina/16g de azoto bacteriano;

b

g de D-alanina/16g de azoto total na digesta duodenal.

Partindo do pressuposto que a razao N:D-alanina nas bactérias livres do
rumen (ou seja, 16:a) é idéntica a razao N:D-alanina nas bactérias que a-
tingem o duodeno (ou seja, N bacteriano:b), a quantidade de azoto de ori-

gem bacteriana contida em 16g de azoto total no duodeno pode ser calcula-

da:
16

N bacteriano duodenal = — X b

A proporgao de NNA de origem microbiano na digesta duodenal sera:

N total (bactérias) D-alanina (digesta duodenal)
D-alanina (bacterias) NNA (digesta duodenal)

Recorde-se que o azoto nao amoniacal nao microbiano, determina-
do ao nivel do duodeno € composto por azoto alimentar n3o degradado no
rumen+azoto endogeno+azoto dos protozoarios e que esta soma sobrevaloriza
o azoto alimentar nao degradado, subvalorizando por consequéncia o valor

da degradacao do azoto alimentar no reticulo-rumen.

Modos de expressao da eficiencia da sintese microbiana no rumen

A sintese microbiana pode ser expressalem funcao da producao a)
de ATP, b) de AGV, ou das quantidades de matéria orgdnica a) aparentemen-
te ou b) verdadeiramente digerida no rumen. Com efeito a digestao da MO
determina uma produgao de AGV e de ATP, sendo este utilizado na sintese
microbiana. Bauchop e ELsden (1960) estiveram na origem do conceito se-
gundo o qual existe uma relacao directa entre a sintese de ligagoes fos-
fato e o crescimento bacteriano (YATP)' A anaerobiose limita severamente

a producao de ATP. A partir de 1 mole de hexose as bactérias ruminais
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nao podem produzir sendo 3,6 a 5,6 moles de ATP. Os valores médios de
Yarp sao da ordem de 10,59 (4,6 a 20,9g) variando conforme as condigoes
culturais (Hungate,1966). Os rendimentos miximos foram observados em cul -
turas continuas com elevadas taxas de renovagao a que correspondem as me-
nores necessidades de manutengao (Stouthamen e Bettenhausen, 1973).

A importancia da consideragdo da eficiéncia da sintese micro-
biana pode ser exemplificada coh G seguinte exemplo: Para YATP= 14,5,uma
vaca leiteira de elevada producao somente poderia fazer uso do NNP ali-
mentar se a dieta contivesse proteina de degradabilidade excepcionalmen-
te baixa; para YATP = 20, entao.tal vaca poderia derivar virtualmente to-
das as suas necessidades do NNP alimentar. 0 YATP usualmente observado
in vitro € de 10,5 e o Yarp teorico = 25 (em rapido crescimento e poucas
necessidades de manutencdo).

A determinagao do Yarp @ Partir dos valores de AGV produzidos €
dificil num meio complexo como é o rumen. Assim prefere-se geralmente ex-
primir o rendimento microbiano em relagdo a MO aparentemente digerida no
rumen e outros compartimentos gastricos (quer dizer, a MO aparentemente
desaparecida mais a MO sintetizada pelos microorganismos), e foi esta a
forma de expressao escolhida para os nossos resultados.

Os valores de eficiéncia da sintese microbiana encontrados por
diversos autores tém sido largamente referenciados | Czerkawski, 197§;
Smith, 1979; Theuren, 1979; Arumstnong, 1980; Bergen et al., 1982;Tammin-
ga, 1983), e variam com um grande nimero de factores, nomeadamente natu-
reza da dieta, nivel e frequéncia alimentar, os quais afectam parametros
tais como pH,natureza das fermentacoes (tipo acetato, propionato ou bu-
tirato), tempo de renovacao da digesta e dos microorganismos, etc.. Con-
tudo, devido a complexidade e interacgoes entre os inumeros factores,e

para efeitos praticos, tem-se adoptado um valor unico, medio, de 30g de
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N microbiano produzido por Kg de MO aparentemente digerida antes dos in-
testinos (Jawrige, 1978; Verite et al., 1979; ARC, 1980), apesar dos va-
lores usualmente observados sejam muito variaveis (9,6 a 33,2 g de N mi-
crobiano/Kg MO aparentemente digerida no rumen) (Smith, 1979).As maiores
eficiencias tém sido normalmente verificadas com dietas 3 base de forra-

gens verdes (Mc Meniman et al., 1976).

Determinacao da taxa de degradacao do azoto no rumen in Sttu

Tecnica dos saquinhos. Para além da quantidade de azoto alimentar de-

gradado no rumen € importante o conhecimento da taxa de degradagcao des-
se mesmo azoto. Este Ultimo parametro nao pode ser medido no rumen in vi-
vo, constituindo a tecnica dos saquinhos o melhor meio da sua avaliacao
(Mehrnez e Prskov, 1977). Tal informagdo pode ser utilizada em tentativas
para assegurar uma melhor sincronizacao entre libertagao de energia e de
N dos alimentos fermentados. A maior fraqueza do método assenta na difi-
culdade em calcular o tempo de permanencia dos componentes alimentares no
rumen. Contudo, a determinagao da degradacao do azoto alimentar por méto-
dos im vivo nao pode ser realizada em rotina e a técnica dos saquinhos
tem sido objecto de larga aplicagcao nos Gltimos anos ( Mehrez e Prskov,
1977; Crawgond et al., 1978; Ganev et al., 1979; Qnskov e Mc Donald,1979;
Mehnez et ak., 1980; Qrskov et al., 1980; Lindberng,1981 a,b ; Loerch et

al., 1983).

A utilizagcao desta técnica pressupoe a fixacao de varios crite-
rios em relacao ao material da membrana utilizada na confecgao dos saqui-
nhos, dimensao dos poros, relacao MS do substrato a incubar: area do sa-

quinho, forma e tempo de lavagem, etc. Puskov et al., (1987) recomendaram
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a obediéncia aos seguintes criterios:

1-> 50cm2 de superficie de parede de saquinho/g de MS de amostra

2 - Dimensdes dos poros do pano dos saquinhos (entre 30 - 100 pm), sufici-
entemente grandes para evitarem acumulacao de gas no interior dos saqui-
nhos, mas suficientemente pequenos para se evitar ao maximo a perda de ma-
terial particulado por lavagem.

3 - Fios atados ao; saquinhos suficientemente longos (25cm para ovinos e
50cm para bovinos).

L - Condigdes ruminais tais que os substratos alimentares, necessarios pa-
ra garantirem a actividade degradativa microbiana maxima, nao sejam limi-
tantes a degradacao da amostra.

Por sua vez, Smith (Smith, R.H., comunicacao pessoal) recomenda:

1 - Saquinhos em tecido de malha (nylon) com poros de 40-50 um, e com 24X
9-10 cm, cosidos com fio de nylon ou poliester (pontos duplos e costuta a-
pertada) de forma a obter um tamanho efectivo de 17X9-10cm quando o topo
é atado. Os saquinhos podem ser reutilizados 2 a 3 vezes desde que nao o-
corra deterioracao apreciavel. (As deterioragoes dos poros podem ser con-
firmadas por observagao ao microscopio.

2 - As amostras dos alimentos deverao ser preparadas do seguinte modo:

a - Alimentos concentrados: Nephum tratamento se todo o material pas-

sar atraves de crivo de 2,5 mm. Os materiais com particulas de maiores di-
mensoes deverao ser moidos através de crivo de 2,5 mm. Nao remover o ma-
terial fino.

b - Componentes fibrosos: Nenhum tratamento se as particulas tiverem

comprimento inferior a 25-50 mm. Materiais mais longos devem ser corta-
dos.
Para saquinhos com as dimensoes indicadas a quantidade de mate-

rial por saco devera ser 5g (material seco ao ar) por saquinho.
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3 - De cada saquinho devera ser suspenso um peso de 150 g para evitar que

flutue.

Autores Franceses (Gueneau e Bentrand, 1984) recomendam a uti-
lizagdo de um peso idéntico (150 g), mas para um conjunto de 4 saquinhos.
0s saquinhos podem ser confeccionados da seguinte maneira: Cortar um rec-
tangulo de tecido com 20X16 cm; dobra-lo em dois e soldar ( ou coser ) 2
bordos. Deixa-se um bordo do lado pequeno aberto. Realizar outra soldadu-
ra (ou cosedura) a cerca de 4 cm da extremidade pequena fechada. Coloca-

-se um rebite para permitir a fixagao do saco (Gueneau e Bertrand, 1984):

4 CM—b> < 15 cm >

°
]
|1

Rebite Termesoldadura ou costura

«— 4 cm—>

A colocacao dos saquinhos € realizada do seguinte modo:

Tampa da canuia
- do rumen

< Parede do rumen

7 ’
wE - Fio de nylon
o @ Saquinhos
0

'
[
le
L}
[}
]

6 e Peso de 150 g em aco  inox
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Nos ensaios conduzidos no presente trabalho os saquinhos foram
suspensos de fios individuais. Cada um destes saquinhos devera conter a-
proximadamente 3 g de alimento a testar.

Apos a lavagem dos saquinhos e residuos nao digeridos, os mes-
mos sao usualmente colocados em solugao de pepsina (1:10 000) a 29.1-]
em HC1 0,1N, durante 48 h. No presente trabalho, contudo nao se procedeu
a incubagao com pepsina.

A degradagao de um suplemento proteico, determinada a partir do
desaparecimento do N do suplemento do interior de saquinhos de nylon e in-
cubados no rumen <n situ,pode ser descrita por uma equagao exponen-
cial com a formula

p = a+b (1-e7CY)

)
em que p é a degradagao ao tempo ''t'!, a € a intercepcao da curva e repre-
senta a fraccao azotada rapidamente soldvel, b representa a fraccao azo-
tada potencialmente degradavel (funcao do tempo de permanéncia) e o ¢ a
taxa a que a fracgao b & degradada. Por definicao, 100-(a+b) & a fracgao
azotada totalmente indegradavel no rumen. A determinagao do valor p esta
dependente do tempo de permanencia das particulas do alimento no rumen.Da-
da a grande variacao que se pode encontrar nos valores de "K' (entre 0,01
e 0,1) (Prskov, 1980) nao é aconselhavel utilizar um tempo médio de incu-
bagao.

Se se conhecer a taxa fraccional de saida, do material em es-
tudo, do rumen, a degradabilidade efectiva do N pode ser calculada pela
equagao:

bc
c+K

p=a+

em que K & a taxa fraccional de saida do material proteico, por hora (@Pxs-
kov ¢ Mc Donald, 1979).Em alguns casos a constante a e negativa, o que se-

ra indicativo da existencia de uma fase latente inicial antes do inicio
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do desaparecimento da proteina. Em tais condicoes a equacao € modificada

para (Prskov et al., 1981):

' c+K
p = e ( a+b ) K

c+K b
Miteer (1980} sugeriu outro tipo de calculo que nd3o é afectado
pelo problema das fases latentes que podem ser observadas para certos ali-

mentos, como o feno de luzerna:

Kd
p=ax+ (1-a) (grgg)

Kd = taxa constante do desaparecimento do azoto dos saquinhos,
Kr = Taxa constante de saida, da proteina n3o degradada, do rumen.
a = Proporcao de N desaparecido ao tempo t=o0

(Supostamente soldvel e 100% degradado).

A diferenga entre os dois modelos €, contudo, pequena e os cal -
culos finais da degradabilidade sao usualmente similares. @nskov considera
uma fracgao b, enquanto que M{ffer considera b = 1-a. Para além disso as
equagoes sao identicas. 0 modelo de Miller parece nio se ajustar adequada-
mente aos valores obtidos para além das 12 h de incubagao. Contudo a maio-
ria das proteinas degradam-se durante as primeiras 12 horas.

A taxa de saida, do rumen, da proteina nao degradada pode ser
medida por marcacao do alimento com cromio de acordo com o metodo de Ganev
et ak., (1979), utilizando técnicas desenvolvidés por Uden et ak., (1980).
A proteina assim tratada € completamente indegradiavel no rumen, e o méto-
do pressupoe que a proteina marcada desaparece 3 mesma taxa que a nao mar-
cada.

Serano (1985) reviu recentemente as bases tedricas em que as-
senta o método dos sacos Zn situ bem como os factores de variacao que in-

fluenciam os resultados.
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C 5.2. Ensaios conduzidos para medir as taxas de recuperacao de marcado-

res.

Dada a inexisténcia de tradigcdo, no nosso Pafs, na utilizacao de
marcadores em estudos de digestao em ruminantes, foi iniciada no Departa-
mento de Nutrigcao da Estacao Zootecnica Nacional, sob a orientacao do seu
responsavel, Dr. Joao Ramalho Ribeiro, uma linha de trabalho visando o es-
tudo da adequagao de alguns marcadores a investigacdo da cinética dos pro-
cessos digestivos. Dadas as grandes exigéncias em meios técnicos e finan -
ceiros deste tipo de pesquisa optou-se por adequar os estudos aos objecti-
vos mais globais daquele Departamento e nao aos mais especificos dos da
presente tése. Foi assim que o alimento base dos animais experimentais foi
a silagem de milho e nao a erva ou bolota. 0s principais resultados,no en-
tanto, podem-se considerar extrapolaveis para outras situacoes alimenta-

res.

A utilizagao de marcadores para o estudo dos fluxos de solutos
e material particulado ao nivel do tubo digestivo foi recentemente re-
vista por Kotb e Luckey (1972), Falichney ( 1975 ), Teeten (1981), Warnen
(1981) e ELLLS et ak., (1982).

Numa primeira fase seleccionaram-se a fibra tratada com cfdmio

(fibra-Cr) como marcador da fase particulada da digesta e o PEG Cr-

20.000°
-EDTA e Co-EDTA como marcadores da fase liquida,para um estudo do seu com
portamento no rumen in vitro.Numa segunda fase estudaram-se os comporta

mentos <n vivo da fibra-Cr ,NDFI,ADFI, Cr-EDTA e Co-EDTA. 0 PEG 20.000

e o Cr203 foram excluidos dos estudos <n vivo. O primeiro porque nao se
pode aplicar a dietas que contenham taninos (precipita) e o segundo por-

que foi exaustivamente estudado no passado por inUmeros autores.

Os lantanideos foram excluidos destes estudos devido 3 onerosi-

dade dos processos analiticos.
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C 5.2.1. Preparacao dos marcadores. Fibra- Cr. A sua preparagao baseou-

-se na técnica de Uden et af., (1980). Como fontes de fibra,para ser tra-

tada com cromio, utilizaram-se a palha de trigo, a silagem de milho e o
feno de festuca. Os materiais foram primeiro moidos grosseiramente e la-
vados em tabuleiro de rede com duas camadas de gaze a fim de eliminar o
material pulvurento. Apos secagem em estufa a 65° +2°C foram extraidos
durante 2 h com detergente comercial na proporcao de 20 g de detergente
para 50 g de 'NDF'"' (préviamente determinado para aqueles materiais). Uti-
lizou-se para o efeito uma panela de pressao e 2 £ de agua por cada 50 g
de ''NDF''. Apos filtracao atravées de funil de Buchner com 2 camadas de ga-
ze lavou-se o material extraido com agua gquente, transferiu-se para funil
filtrante com placa de vidro sinterizado de porosidade G2 e lavou-se com
acetona. Apos secagem em estufa a 65° +2°C durante 24 h os residuos ex-
traidos foram tratados com 4 volumes de solugao de dicromato de sodio
(Na20r207): A quantidade de cromio utilizada foi 14% do peso da fibra a
tratar,e fibra e Cr foram mantidos em estufa a 100°C durante 24 h, com os
recipientes tapados com folha de aluminio. Seguidamente filtrou-se atra-
vés de papel de filtro xaroposo, lavou-se exaustivamente, primeiro com a-
gua e depois com acetona. Depois de evaporar toda a acetona o material
foi submetido durante 3 h a accao de uma solugao de acido ascorbico (aci-
do ascérbico:fibra = 1:2) a fim de reduzir o iao Cr hexavalente a triva-
lente. Apos lavagem e secagem a 650 +2°C o material foi conservado em re-
cipientes herméticamente fechados até utilizagao.

Cr-EDTA. A sua preparagao baseou-se na tecnica descrita por
Binnents et al., (1968): Pesou-se para copo de 800 ml 14,2 g de triclo-
réto de cromio (CrCl3.6H20) e dissolveu-se em 200 m! de agua destilada.
Num copo de 500 m! dissolveu-se 20 g de acido etilenodiaminotetraceético,

sal dissodico (TITRIPLEX I11) em 300 ml de agua destilada. Esta solugao
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foi adicionada a primeira. Seguidamente colocaram-se algumas pedras de

fervura (siderite) no copo de 800 ml contendo o cloreto de cromio e EDTA

e aqueceu-se o conjunto ate inicio da fervura. 0 liquido ferveu branda-
mente, sob refluxo (vidro de relogio) durante | hora.Seguidamente neutra-
lizou-se o pequeno excesso de EDTA, nao complexado, com 4 ml de solucdo
de cloreto de calcio IM. Finalmente ajustaram-se o pH e o volume final a
6,5 e a1 £, respectivamente.

Co-EDTA. Este complexo foi preparado sob a forma do seu sal de

sodio, conforme a técnica de Uden et al., (1980), descrita em 5.2.4.

0 PEG20 000 foi dissolvido em agua destilada em quantidades ade-

quadas a concentracao desejada.

€C 5.2.2. Comportamento dos marcadores no rumen in vitro. Incubaram-se os

marcadores com silagem de milho (Tilley e Terry, 1963), conforme o esque-

ma seguinte:

Silagem de mi- Fibra-Cr(Fes Cr-EDTA (Iml; Co-EDTA (1ml; PEG (1 ml;
lho (0,59 MS)  tuca, 100mg) 2,9mg Cr.ml-B 2,5mg Co.ml-h hmg.ml-l)

X X X X X X
>
>

Ao fim de 48 h de incubagao os tubos foram centrifugados a 5.000xg durante
30 minutos e os sobrenadantes recolhidos para balodes aferidos de 500 ml.
Os sedimentos foram resuspensos duas vezes com agua bidestilada, recen-
trifugados, e os sobrenadantes adicionados aos primeiros.0s trés sobrena-

dantes obtidos para cada tubo e reunidos no mesmo balao foram acertados a
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500 ml com agua bidestilada. Sobrenadantes e sedimentos foram analizados

para Cr e Co, conforme referido em 5.2.7. e o PEG20 000 pelo metodo de

Smith, {(1959), modificado como se segue: Prepararam-se 8 a 10 solucoes
para a curva padrao, por diluicao de uma solugao mais concentrada de PEG
com volumes adequados de liquido ruminal centrifugado a 8.000xg.Alicotas
das amostras incubadas com o PEG foram diluidas de forma a que as concen-
tracoes se situassem entre 300 e 3.000 ug.ml-1 e centrifugadas a 8.000xg.
A 300 pl de cada solugao padrao ou problema adicionou-se, por ordem, com
mixagem entre cada adigao:2,1ml de BaC12.2H20 a 1,2%; 300 ul de Ba(OH)z,
0,3N e 300 pul de Zn SOh a 5%.As solugoes de Ba(OH)2 e In 504 foram equi-
libradas por titulagao do Zn S0, com Ba(OH)2 de forma que o ponto de vi-
ragem da fenolftaleina fosse atingido com volumes iguais de cada solucao.
A precipitagao da proteina foi acelerada por centrifugacao a  2.000xg.
Transferiu-se para tubos de ensaio 1 ml de cada sobrenadante, e adicio-
nou-se 1 ml de agua destilada a cada. A intervalos de tempo adequados a
realizacao de duas leituras sucessivas adicionou-se 2m! de acido triclo-
ro acetico a 30%/cloréto de bario dihidratado a 5,9%. (A soiugéo foi pre-
viamente filtrada através de cadinho de porosidade Go. A absorcao a 360nm
foi medida 40 minutos apos a adigao do reagente acido. A curva padrao foi
tracada por regressao dos valores de absorcao das solugoes padrao relati-
vamente ao logaritmo natural das respectivas concentragcoes em PEG.As con-
centragoes em PEG das amostras problema foram os antilogaritmos dos valo-

res de X calculados a partir da curva padrao.

C 5.2.3. Comportamento Zn vivo dos marcadores. Numa primeira fase testou-

se a recuperagao da fibra-Cr em 2 ovinos e numa segunda fase as recupera-
coes da fibra-Cr,Cr-EDTA e Co-EDTA em 3 ovinos.Em ambas as fases os ani-
mais foram alimentados ad libitum com silagem de milho.

Todos os marcadores foram introduzidos em dose Unica atraves de
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fistula ruminal canulada: 20 g de fibra-Cr (silagem de milho), 100 ml de
solucao de Cr-EDTA contendo 2,6 mg de Cr,ml-1 e 100 ml de Co-EDTA conten-
do 2,5 mg de Co.ml-].6 horas apos a introdugao dos marcadores iniciaram -
se as colheitas fecais,de 2 em 2 horas na primeiro ensaio e de 4 em 4 ho-
ras no segundo ensaio.

A taxa de recuperacao dos marcadores (Co-EDTA e Cr203) no du-
odeno e nas fezes € a quantidade de marcador analisada na digesta duode-
nal e nas fezes colhidas,expressa em percentagem da quantidade de marca-
dor administrada durante um determinado intervalo de tempo (24h).Alterma-
tivamente,e se as amostras de digesta duodenal e de fezes forem represen-
tativas,entao a razao Co:Cr no duodeno devera ser iqual a razao Co:Cr ad-
ministrados. Exprimindo as razoes entre os marcadores no duodeno e nas
fezes como percentagem da razao entre os marcadores infundidos obtem-se a

percentagem de recuperagac para ambos os sitios.

No caso da administracao de dose unica do marcador e subsequen-
te analise da curva de excrecao pelas fezes (por analise da concentracao
do cromio nas fezes colhidas a intervalos regulares durante um periodo
prolongado-usualmente 10 dias-) a recuperacao € determinada calculando a
quantidade de cromio excretada (area sob a curva de excrecao) e relacio-

nando-a com a quantidade administrada.

Para o estudo da recuperacao das NDFI e ADF! wutilizou-se um
ensaio de digestibilidade com 8 carneiros,alimentados ao nivel de manuten-
¢ao,4 com feno de azevém e trevo violeta e 4 com o mesmo feno (L0%) + ce-
vada (60%) (Ribeino,1983-ESTACAO ZOOTECNICA NACIONAL). As NDF! e ADFI fo-
ram determinadas submetendo 0,5 g de amostra (alimento ou fezes) a diges -
tao in vitro (Tilley e Terny,1963) durante um periodo de 96 h,sequida de

extracgao com detergentes,neutro ou acido (Goering e Van Scest).As recupe-
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racoes foram calculadas a partir das quantidades ingeridas e excretadas

durante um periodo de 6 dias. 0 Cr e Co-EDTA foram extraidos das fezes pe-

la tecnica de Uden et al.,(1980) e analizados como descrito em 5.2.7.
As curvas de excrecao fecal dos marcadores administrados em do-

se unica tem a seguinte forma (Grovum ¢ PhillLips,1973):

v = (T T) o tT T

CONCENTRACOES DO MARCADOR
NAS FEZES

TEMPO APOS ADMINISTRACAO
DO MARCADOR

A equacao da curva e similar & descrita por Blaxtern et al.,{195). y e A
representam as concentragoes dos marcadores na MS fecal, k1 e k2 sao cons-
tantes associadas a cinética do marcador no reticulo-rumen e intestino

grosso e t & o tempo de amostragem das fezes apos a administragao do

marcador. TT é o tempo de transito do marcador atraves dos intestinos do

ovino e € calculado pela equagao:

In A, - In A
TT =

em que A, e A, sao as intercepcoes das curvas que exprimem as concentracoes
do marcador na MS fecal.Grovum e Wil&iams (1973} explicitaram a forma de

realizacao dos diversos calculos.

282




As curvas de percentagem acumulada de recuperacao do marcador sao

descritas pela equagao seguinte (Grovum e Phillips ,1973):

RECUPERACAO (%)

%:mlzz-k&kﬁkﬂ"”)-kz‘ek““ﬁj

ko=k1

TEMPO APOS ADMINISTRACAO
DO MARCADOR

- ~ -k (t-TT -k, (t-TT)
A equagao resulta da integragao da equagao y=Ae 1( )-Ae 2 entre
os tempos TT e TF (tempo finito),multiplicando o resultado por 100, e divi-

dindo o produto pelo integral para a area total sob a curva de concentraco-

es para tempos compreendidos entre TT e «.

C 5.2.4.-Resultados. Nos quadros seguintes estao representados os princi -
pais resultados dos ensaios realizados. Para a recuperacao Zn vivo dos mar-
cadores administrados em dose unica nao se representam os valores encontra-
dos para as diferentes variaveis utilizadas para os calculos das recupera -
coes.Tais dados resultaram de trabalhos de base desenvolvidos no Departa-
mento de Nutricao da Estacao Zootecnica Nacional,sob orientacao do Doutor
Joao Ramalho Ribeiro,e nos quais o autor se inseriu.0s resultados globais
dos referidos trabalhos serao objecto de publicagao num futuro proximo.To -

do o trabalho,analitico e de calculo,envolvido foi realizado pelo autor.
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Quadro C 5.1. Digestibilidade in vitro e teor em Cr

da fibra tratada com dicromato de so-

dio (n=h)
Material tratado Digestibilidade Teor em Cr
(%) EPM (% MS + EPM)
Palha de trigo 4,2 + 0,3 5,4 + 0,06
Silagem de milho ' 6,7 + 0,6 5,5 + 0,04
Feno de festuca 4,9 + 0,6 L9 + 0,04

Quadro € 5.2. Recuperagéo dos marcadores incubados

in vitro com silagem de milho (n=l)

Marcador Recuperagao (%)  EPM
Fibra-Cr 99,5 * 1,2
Cr-EDTA

na presenca de fibra-Cr 11,4 + 3,1
na ausencia de fibra-Cr 109,0 + 2,6
Co-EDTA 104,7 + 1,9
PEG 98,7 + 2,0
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Quadro C 5.3. Recuperagao dos marcadores internos nas fezes.

Recuperagao (% ¥ s)

Marcador Dieta

Feno Feno+Cevada
NDF | 83,5 ¥ 2,3 93,0 ¥ 3,9
ADFI 77,1 T 2,7 90,6 ¥ 3,1

Quadro C 5.4, Recuperacao da fibra-Cr,e dos Cr-EDTA e Co-EDTA

nas fezes. a)

Recuperagao (%) b)

Marcador 19 énsaio 29 ensaio
Ovino Ovino
1 2 1 2 3
Fibra-Cr 96’3 95’8 9"}’7 96’7 95’9
Cr-EDTA 94,7 96’] 98,7 9993 9598
Co-EDTA 98,0 96,0 94,6 95,8 96,7

a) Tendo em conta os tempos de amostragem das fezes,apds a ad-
ministracao dos marcadores,para os quais ja se nao detectaram
quantidades mensuraveis.

b) Corrigida para as quantidades excretadas por via renal (Qua-
dro A 5.5.).
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Quadro C 5.5. Excregao urinaria dos Cr-EDTA e Co-EDTAa)

Excregao urinaria

Marcador (% do administrado)
Ovino
1 2 3
Cr-EDTA 2,7 3,7 3,0
Co-EDTA 4,6 5,5 4,6

a) Calculado com base nas quantidades de urinas emitidas

durante 10 dias apés a administragao dos marcadores.

0 comportamento Zn vitro dos marcadores foi o esperado.0s valo-
res obtidos para o Cr-EDTA foram,contudo,ligeiramente elevados.Tal podera
ter sido resultante de contaminagoes,ja que o material utilizado nas incu =
bagoes era normalmente‘passado por mistura cromo-sulfurica antes de descon-
taminagao com HC1 1N.

As recuperacoes in vivo dos marcadores internos foram muito bai-
xas.Tal podera ter sido resultante quer de dificuldades analiticas,quer de
solubilizagao parcial das entidades em estudo ao nivel do tubo digestivo .A
incerteza do seu comportamento’desaconselhou-nos pois a sua utilizagao.

As recuperagoes in vivo verificadas para os marcadores externos
foram satisfatorias e foram semelhantes as obseryadas por Oden et al.,(1980).
Elas foram de 100% ao fim de 10 dias para a Fibra-Cr,e de 5 dias para o Cr-
-EDTA e Co-EDTA.Tendo em conta os tempos de amostragem das fezes apos a ad-
ministracao daqueles marcadores,para os quais ja se nao detectaram quantida-
des mensuraveis,as recuperagoes foram as indicadas no quadro A 5.4.As recu -
peragoes calculadas foram corrigidas para as quantidades excretadas por via
renal (Quadro A 5.5.).

0s ovinos utilizados nos ensaios de recuperagao dos marcadores
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externos apresentaram fezes nao moldadas nas primeiras 48 horas apds a ad-
ministracao daqueles.Contudo,nenhum deles afectou a digestao no rumen in
vitro quando se adicionaram a silagem de milho em concentragoes identicas
as utilizadas in vivo (Sewranc,1985).

Apesar de a fibra mordantada com cromio ter exibido um excelente
comportamento,tanto <n vitro como Zn vivo (ao contrario do NDFI ou ADFI) ,
receou-se que a sua utilizacao em administragao continua,misturada com o a-
limento,pudesse conduzir 3 rejeicao do alimento marcado,devido a grande ca-
pacidade de seleccao que os ovinos exibem em relacio ao alimento,tornando
impossivel a quantificacao das doses de cromio ingeridas diariamente. Por
outro lado,a introducao no rumen da fibra marcada,atraves das fistulas ca-
nuladas,a intervalos frequentes e regulares (de 3 em 3 horas) ,nao era exe-
quivel atendendo ao longo periodo de administracao considerado.Assim, foi
decidido,para os estudos descritos no capitulo V,utilizar CrZO3 como marca-
dor da fase particulada.Para o efeito tentou-se infundir o Cr203 mantido em
suspensao na solugdo de Co-EDTA por agitacdo permanente,com o auxilio de
uma bomba peristaltica e de um agitador magnetico.Verificou-se,contudo, que
o] Cr203 se depositava sobre as paredes dos tubos condutores de tal forma
que os mesmos acabavam por se obstruir parcialmente e o fluxo se tornava
irregular.Nao restou outra alternativa senao a administragao do referido
marcador com o alimento.A fim de prevenir perdas sobre o tapete do alimen-
tador continuo e comedouro o Cr,0, foi administrado em '"]pelliets' conforme
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descrito na pagina 226,

Apesar da recuperacao do Cr-EDTA ter sido ligeiramente superior
a do Co-EDTA optou-se pela utilizacao deste Gltimo ja que a utilizacao de

do Cr como marcador das duas fases da digesta (sélida e liquida) poderia

criar dificuldades e incertezas na interpretacao dos resultados.
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O0s taninos,condensados e hidrolizaveis,exercem efeitos negativos sobre a
ingestao e digestao das dietas que os contém acima de valores de 0,8-1,2
% da materia seca.

Os taninos hidrolizaveis exercem peso/peso efeitos nutricionalmente me-
nos deletéreos que os condensados,mas sao susceptiveis de exercerem ac-
¢oes toxicas mais pronunciadas.

As técnicas usualmente utilizadas na analise de taninos em produtos sao
- - . . . . -~ €

inespecificas,mas as baseadas no principio da precipitagao das proteinas
sao faceis de executar e os resultados tem maior significado nutricional.

Os taninos ligam-se mais fortemente as proteinas em zonas de pH proximas
dos pontos isoelectricos daquelas.Contudo,os taninos condensados (alfar-
roba) precipitam mais proteina a pH francamente acido que os hidroliza-
veis (bolota).

Para um dado nivel de tanino o aumento na quantidade de proteina em pre-
senga,acima de determinados valores, dlmanl a percentagem de proteina

precipitada.A precnpntagao dos taninos € maxima quando a proteina se en-
contra em quantidades iguais a duplas das daqueles.

A ligacao tanino-proteina é reversivel,devido a natureza fundamentalmen-
te hidrofobica das ligagoes,e pode ser evitada por accao de certas subs-
tancias como o PEG ou PVP,as quais sao igualmente capazes de deslocarem
os taninos de complexos pré-formados.Tais substancias podem constituir
valiosos auxiliares em estudos relativos a influéncia dos polifenois ta-
ninos sobre a digestao e absorgao.

Os taninos da bolota exercem um efeito depressivo maior sobre a digestao
intestinal que sobre a gastrica in vitro da proteina,sendo tal efeito me
nos pronunciado que o exercido pelos taninos da alfarroba os quais exer-
cem igualmente um efeito mais pronunciado sobre a fermentagao no rumen
in vitro.Tais constatagoes concordam com os resultados referidos em L.

Em misturas alimentares contendo bolota ou alfarroba os taninos destes
produtos exercem efeitos depressivos sobre a digestao in vitro das pro-
teinas de intensidade proporcional a quantidade de produto incorporado.

Os taninos da bolota e da alfarroba exercem efeito depressivo sobre a
fermentagcao da dieta pela microbiota do rumen quando aqueles produtos sao

incorporados aos niveis de 30-40% e de 20-30%,respectivamente.

0 aumento no nivel azotado da dieta alevia o efeito depressivo dos tani-
nos sobre a fermentacao da matéria organica e a degradagac do azoto no
rumen Zn vitro.0 azoto proteico € contudo mais eficiente que o azoto nao
proteico.Este efeito pode ser parcialmente explicado pelo referido em 5.

A associacao erva de Outono-bolota constitui,aos niveis de 50%:50%, e a-
pesar dos taninos veiculados por esta,uma associagao nutricionalmente U-
til:quando a bolota & introduzida na dieta rica em azoto a menor degra-
dabilidade do azoto da dieta e a aparente ausencia de depressao na efi-
ciencia da sintese bacteriana no rumen determinam,apesar da depressao na
digestibilidade aparente geral do azoto,uma maior proporgao de NNA dige-
rida nos intestinos.A ligeira depressao na digestao intestinal & larga-
mente compensada pelo maior ganho de N entre a boca e o duodeno.

Estes efeitos,atribuiveis aos taninos da bolota,poderac ser
menos beneficos ou mesmo nocivos quando o nivel azotado da dieta € baixo
como acontece em Outonos secos.

As diversas tecnicas adaptadas ou desenvolvidas nos presentes estudos re
velaram-se adequadas aos objectivos dos trabalhos realizados.
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- 0 estudo dos niveis de taninos em produtos e sub-produtos utilizaveis -em
alimentagao humana e animal e sua variagao de especie para especie vegetal
(bolota,alfarroba,residuo de uva,fava,ervilha,sorgo...);

b= 0 estudo da influencia dos polifenocis taninos de tais produtos,incorpora-
dos em variados niveis em dietas tipo para mopogastricos e ruminantes,so-
bre a digestao gastrica e intestinal e a fermentagcao reticulo-ruminal ;

c- 0 estudo da praticabilidade técnica e economica de métodos de destaniniza
¢ao ou inactivagao dos taninos nos produtos ricos naqueles polifenois ;

d- 0 estudo da potencialidade de proteinas de baixo valor biologico (mais ba
ratas) serem tao eficazes como as de maior valor biologico (mais caras)
para atenuarem o efeito depressivo que os taninos exercem sobre a duges-
tao ,principalmente das proteinas ;

e- A determinagao dos niveis proteicos mais adequados a minimizacao do efei-
to depressivo de um dado nivel de tanino

constituem areas de pesquisa de indole aplicada que interessaria desenvol /- -
ver no futuro,no ambito da nutricao e alimentagao.

f- Para conclusao dos estudos iniciados com erva de Qutono e bolota procu -
rar-se-a quantificar o efeito que os taninos desta exercem sobre a uti -
lizagao dlgestlva do azoto da dieta quando aquele fruto e utilizado com
proporgoes variaveis de erva ou feno e de proteina suplementar.

Os estudos referidos em b) e) e f) deverao ser conduzidos primei-
ro em sistemas modelo Zn vitro a fim de restringir o numero de combinacgoes
testaveis e so depois se deverao testar inm vivo as que tiverem sido julgadas
mais adaptadas em fungao dos resultados dos estudos in vitro.Em ambos os ca-
sos os efeitos dos taninos poderao ser estudados utilizando o principio de
que o PEG (ou a PVP) se liga mais fortemente aos taninos que as proteinas.

A medicao das quantidades de gases produzidas no rumen <n vitro
constitui um metodo simples e sensivel de aferir da actividade da microbiota
do rumen e podera ser utilizado vantajosamente,a par com outras medigoes,nos
estudos referidos em b)ef).

Para os estudos da digestao gastrica e intestinal,a par dos méto-
dos in vitre usuais sugere-se a possibilidade de utilizagao de um sistema in
vivo idéntico ao de Sibbald para determinagdo da disponibilidade verdadeira
dos acidos aminados da dieta.

Para estudos da digestao parcial ao nivel do reticulo-rumen, e a-
tendendo as incertezas resultantes das quantificagoes dos fluxos da digesta
e da sintese proteica microbiana atraves da utilizacao de marcadores, pensa-
-se ser preferfve] sacrificar o estudo da sintese proteica microbiana e da
degradagao do azoto alimentar pelo metodo da diferenca em.favor de uma quan-
tificagao mais precisa da quantidade total de NNA que flui ao nivel do duo -
deno atraves da utilizacao de canulas duodenais de duplo circuito e do estu-
do da degradagao do azoto ao nivel do rumen pela técnica de frskov ou de Mi-
ller.
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Aparelhos de incubacdo e colheita de gas utilisados em.
estudos no rumen ~in vitro -







Aspecto geral da sala onde decorreu o ensaio descrito
no CapV . observando-se os alimentadores continuos

Equipamento para infusao continua do marcador da fase
liquida da digesta







Colheita da digesta ruminal

Colheita da digesta duodenal!
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