Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao

Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

TECNICAS DE COLETA DE LIiQUIDO RUMINAL PARA
ANALISE DA DIGESTIBILIDADE in vitro DE
ALIMENTOS

Paula Eduarda Penasso Correa

CAMPO GRANDE, MS
2025



Servico Publico Federal
Ministério da Educagao

s

Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

FM

L7

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

TE’}CNICA,S DE COLETA DE LIQUIDO RUMINAL PARA
ANALISE DA DIGESTIBILIDADE in vitro DE
ALIMENTOS

RUMINAL LIQUID SAMPLING TECHNIQUES FOR in vitro DRY
MATTER DIGESTIBILITY ANALYSIS

Paula Eduarda Penasso Correa

Orientador: Profa. Dra. Camila Soares Cunha
Coorientador: Prof. Dr. Geraldo Tadeu dos Santos

Dissertacdo  apresentada a  Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal.

Area de concentracdo: Producio Animal

CAMPO GRANDE, MS 2025



Servico Plblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul |<="""=

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL
MESTRADO

Aos dezoito dias do més de dezembro do ano de dois mil e vinte e cinco, as oito horas, na Sala
de Aula F da Pés-graduacdo FAMEZ, da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos membros: Camila Soares Cunha (UFMS),
Gercino Ferreira Virginio Junior (UNESP) e Luis Carlos Vinhas Itavo (UFMS), sob a presidéncia
do primeiro, para julgar o trabalho da aluna: PAULA EDUARDA PENASSO CORREA, CPF
*%* 402.461-**, Area de concentracdo em Producdo Animal, do Programa de Pds-Graduacdo
em Ciéncia Animal, Curso de Mestrado, da Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, apresentado sob o titulo "TECNICAS DE COLETA DE LiQUIDO RUMINAL PARA ANALISE DA
DIGESTIBILIDADE in vitro DE ALIMENTOS" e orientacdo de Camila Soares Cunha. A presidente
da Banca Examinadora declarou abertos os trabalhos e agradeceu a presenca de todos os
Membros. A seguir, concedeu a palavra a aluna que expbs sua Dissertacdo. Terminada a
exposicao, os senhores membros da Banca Examinadora iniciaram as arguigdes. Terminadas as
arguicles, a presidente da Banca Examinadora fez suas consideragGes. A seguir, a Banca
Examinadora reuniu-se para avaliacdo, e apds, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR AVALIACAO
Dra. Camila Soares Cunha (Interno) APROVADA
Dr. Gercino Ferreira Virginio Junior (Externo) ~ APROVADA
Dr. Luis Carlos Vinhas Itavo (Interno) APROVADA

RESULTADO FINAL:

X Aprovagao (O Aprovagao com revisao (O Reprovagao

OBSERVACOES:
Banca realizada de forma hibrida com avaliador externo por video conferéncia.

Nada mais havendo a ser tratado, a Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a
todos pela presenca.

Documento assinado eletronicamente por Gercino Ferreira
Virginio Junior, Usuario Externo, em 18/12/2025, as 17:25,
conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13
de novembro de 2020.

il
Sel o
assinatura
eletrénica

——w&wkkk—

NOTA  YFMS

MAXIMA 2

- —

Documento assinado eletronicamente por Camila Soares
Cunha, Professora do Magistério Superior, em 19/12/2025,
as 15:35, conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul,
com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n® 10.543, de
13 de novembro de 2020.

il
el o
assinatura
eletrbnica

—_— ko —

NOTA - YFMS

MAXIMA 2



https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm

Documento assinado eletronicamente por Luis Carlos
Vinhas Itavo, Professor do Magisterio Superior, em
12/01/2026, as 09:23, conforme horério oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

sell o

eletrbnica

—_— ko —

NOTA - YFMS

MAXIMA 2

Documento assinado eletronicamente por Paula Eduarda
Penasso Correa, Usudrio Externo, em 13/01/2026, as 16:46,
conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13
de novembro de 2020.

1
Sel o
assinatura
eletrénica

——w&wkkk—

NOTA  YFMS

MAXIMA 2

- —

acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo
verificador 6144169 e o cédigo CRC B7101D9B.

COLEGIADO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL
Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria
Fone:
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n2 23104.027615/2025-87 SEI n2 6144169


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

RESUMO

CORREA, P.E.P. Técnicas de coleta de liquido ruminal para analise da digestibilidade in
vitro de alimentos. 2025. Dissertacao - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2025.

A avaliagdo da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) é amplamente utilizada
na nutrigdo de ruminantes, sendo dependente da qualidade do indculo ruminal
empregado, contudo, a literatura ainda ndo € conclusiva quanto a possivel influéncia da
técnica de coleta sobre essa qualidade. Este estudo foi conduzido com o objetivo de
comparar a DIVMS de diferentes volumosos utilizando liquido ruminal obtido por
fistula ruminal e por sonda esofdgica. O experimento foi conduzido na Fazenda Escola
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, utilizando quatro volumosos: silagem
de capim-elefante BRS Capiagu, capim-elefante BRS Capiagu in natura, silagem de
milho e capim Marandu. O liquido ruminal foi coletado de trés bovinos Nelore
fistulados, por ambas as vias, em duas rodadas experimentais com intervalo de uma
semana. Apos a coleta, o liquido foi filtrado, homogeneizado em um pool por técnica de
coleta e encaminhado para o Laboratorio de Nutricdo Aplicada da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — FAMEZ/UFMS. A DIVMS foi avaliada pelo
método de Tilley e Terry, adaptado ao sistema Marconi®, utilizando saquinhos de TNT.
O periodo de incubag¢do ruminal foi de 48 horas seguida de digestdo acida com pepsina
por 24 horas. Os dados foram submetidos a anélise estatistica para comparacao entre os
métodos de coleta, sendo avaliados os valores médios de digestibilidade, bem como
medidas de variabilidade (amplitude, desvio-padrdo e coeficiente de variacdo). Os
resultados indicaram que, embora diferengas de variabilidade tenham sido observadas
entre as técnicas conforme o tipo de volumoso, ndo houve efeito significativo (P>0,05)
da técnica de coleta sobre os valores médios de DIVMS. Conclui-se que as ambas as
técnicas de coleta de liquido ruminal, por sonda esofagica ou por fistula ruminal, podem
ser utilizadas em ensaios de digestibilidade in vitro, considerando suas limita¢des

operacionais e a natureza do alimento avaliado.

Palavras-chave: Analise de alimentos; fistula; indculo; ruminantes; sonda esofagica.



ABSTRACT
CORREA, PE.P. Ruminal liquid sampling techniques for in vitro dry matter
digestibility analysis. 2025. Dissertacdo - Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2025.

In vitro dry matter digestibility (IVDMD) is widely used in ruminant nutrition and
depends directly on the quality of the ruminal inoculum employed, however, the
literature is still inconclusive regarding the possible influence of the collection
technique on this quality. This study aimed to compare the [IVDMD of different forages
using ruminal fluid obtained via ruminal fistula and esophageal probe. The experiment
was conducted at the Experimental Farm of the Federal University of Mato Grosso do
Sul, using four forages: BRS Capiacu elephant grass silage, fresh BRS Capiacu elephant
grass, corn silage, and Marandu grass. Ruminal fluid was collected from three fistulated
Nellore cattle by both collection methods, in two experimental runs conducted at one-
week interval. After collection, the ruminal fluid was filtered, homogenized into a
pooled sample for each collection technique, and transported to the Applied Nutrition
Laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science
(FAMEZ/UFMS). The IVDMD was determined using the Tilley and Terry method,
adapted to the Marconi® system, with the use of nonwoven fabric bags. The ruminal
incubation period was 48 hours, followed by acid digestion with pepsin for 24 hours.
Data were subjected to statistical analysis to compare collection methods, evaluating
mean digestibility values as well as measures of variability (range, standard deviation,
and coefficient of variation). The results indicated that, although differences in
variability were observed between techniques depending on forage type, there was no
significant effect (P > 0.05) of the collection technique on mean IVDMD values. It is
concluded that both ruminal fluid collection techniques, using an esophageal probe or a
ruminal fistula, can be used in in vitro digestibility assays, considering their operational

limitations and the characteristics of the evaluated feed.

Keywords: Esophageal probe; feed analysis; fistula; inoculum; ruminants.
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INTRODUCAO

Avaliar a digestibilidade dos alimentos ¢ uma etapa essencial na nutri¢do de
ruminantes, pois essa caracteristica influencia diretamente a disponibilidade de
nutrientes e, consequentemente, o desempenho produtivo dos animais. Tornando-se,
assim, fundamental para atender as exigéncias de mantenga e producdo, otimizando o
uso dos recursos alimentares (Detmann et al., 2006; Oliveira et al., 2014; Pessoa, 2016).

Dentre as metodologias presentes na literatura para a avaliacdo da
digestibilidade dos alimentos, os ensaios in vitro t€ém se destacado pois simulam o
ambiente digestivo dos ruminantes, oferecerem resultados confidveis com menor custo,
menor tempo de execucdo e sem a necessidade de grandes estruturas experimentais
(Berchielli et al., 2006; Fernandes et al., 2017). Técnicas como a proposta por Tilley e
Terry (1963) e os sistemas modernos como o fermentador Daisyll (Holden, 1999) tém
sido amplamente utilizadas para estimar a digestibilidade de matéria seca (MS) e de
fragdes fibrosas, como a fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente 4acido
(FDA) para diferentes alimentos.

Para realizagdo da avaliagao da digestibilidade in vitro € necessaria a coleta de
liquido ruminal. Essa etapa ¢ de grande importancia visto que, a acuracia do método
depende, em grande parte, da qualidade do in6culo ruminal utilizado, uma vez que este
contém a microbiota responsavel pela fermentacdo dos alimentos (Mould et al., 2005;
Tassone et al., 2020).

Tradicionalmente, a coleta ¢ realizada por meio de fistula, considerada o método
padrdo, por permitir um acesso direto e amostragem representativa do contetdo
ruminal. No entanto, essa pratica exige a utilizagao de animais fistulados no rimen, o
que envolve procedimento cirargico invasivo. A realizacao deste tipo de cirurgia nos
bovinos tem se tornado cada vez mais dificil, devido as preocupacdes relacionadas ao
bem-estar animal (Arcuri et al., 2011; Henderson, 2021).

Diante disso, alternativas capazes de proporcionar resultados equivalentes t€ém
sido testadas e utilizadas. Uma delas ¢ a coleta do contedo ruminal via sonda
esofagica, pela intubacdo do animal. Entretanto, hd uma preocupagdo se esse tipo de
coleta, apesar de ser menos invasivo, pode comprometer a representatividade das
amostras em fun¢do da possivel contaminagdo por saliva e da menor propor¢ao de
fragao solida do riimen, uma vez que a aspiragao ocorre predominantemente na regiao

dorsal, onde a concentracdo de particulas em suspensdo ¢ reduzida (Wolt et al., 1976;



Harrison, 1995; Muizelaar et al., 2020; Hagey et al., 2022).

Logo, ¢ fundamental compreender como o método de coleta do liquido ruminal
pode influenciar os resultados obtidos em analises de digestibilidade in vitro. Alcalde et
al. (2001) avaliaram concentrados energéticos, suplementos proteicos e volumosos
secos, utilizando um Unico animal doador e indculos provenientes da coleta de liquido
ruminal via fistula ou sonda esofagica, além de fezes em diferentes dilui¢des. Para os
alimentos avaliados, os inoculos oriundos do liquido ruminal apresentaram os maiores
coeficientes de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), ndo havendo

diferencas entre os métodos de coleta.

Por sua vez, Oliveira et al. (1993), ao compararem métodos de coleta, tipos de
amostragem ¢ tempo de adaptagao do animal doador, observaram maiores valores de
DIVMS quando utilizado o método de coleta via sonda esofagica, além de diferencgas
nos perfis fermentativos. Apesar de contribuirem para a compreensdo dos efeitos do
método de coleta do inoculo ruminal, esses estudos apresentam limitagdes quanto ao
numero de animais, reforcando a relevancia do presente estudo ao ampliar essa

abordagem.

Nesse contexto, a avaliagdo do uso do liquido ruminal obtido por sonda
esofagica em ensaios de digestibilidade in vitro apresenta relevancia cientifica e pratica,
por se tratar de um método menos invasivo, que amplia o acesso as andlises, reduz a

necessidade de procedimentos cirtrgicos e atende as exigéncias éticas atuais.

Assim, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
digestibilidade in vitro da matéria seca (MS) obtida por meio da coleta de liquido

ruminal via fistula ruminal e via sonda esofagica.



CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. Avaliacdo da digestibilidade dos alimentos

A eficiéncia dos sistemas de producdo animal estd diretamente ligada ao
consumo de alimentos e ao seu aproveitamento por parte do animal (Pessoa, 2016).
Dessa forma, torna-se essencial avaliar a composi¢do quimica e digestibilidade dos
alimentos, com objetivo de formular dietas balanceadas que promovam ao animal uma
maior eficiéncia alimentar (Campos et al., 2010).

A composi¢do nutricional de um alimento pode ser estimada por meio de
analises quimicas e bromatoldgicas; entretanto, a avaliagdo da digestibilidade ¢
fundamental para estimar a fragdo dos nutrientes potencialmente disponiveis ao animal,
contribuindo para uma melhor interpretagdo do seu valor nutritivo e do aproveitamento
dos nutrientes ingeridos (Antonio et al., 1998).

Segundo Detmann et al. (2006), a digestibilidade corresponde a propor¢ao do
alimento que nao ¢ recuperada nas fezes, sendo considerada uma estimativa da fragao
aparentemente degradada durante a passagem pelo trato gastrointestinal, apds a agdo
conjunta dos sistemas enzimaticos da microbiota ruminal e do proprio animal. Trata-se,
portanto, de uma medida de digestibilidade aparente, a qual ndo desconta as perdas
endogenas e microbianas, diferindo conceitualmente da digestibilidade verdadeira, que

considera essas fragdes de origem nao alimentar.

Alimentos com maior digestibilidade apresentam maior potencial de
aproveitamento energético e proteico, o que pode refletir positivamente no desempenho
produtivo dos ruminantes. No entanto, essa relagdo nao ¢ direta, uma vez que a
utilizacao final dos nutrientes também ¢ influenciada por fatores como taxa de passagem
da digesta, fermentagdo ruminal, consumo voluntirio e metabolismo pds-absortivo

(NRC, 2001; Mertens, 2002).

Os volumosos, como capins, silagens e fenos, caracterizam-se pelo elevado teor
de fibra e menor densidade energética, constituindo a base das dietas de ruminantes e
desempenhando papel central na regulagdo do consumo e no funcionamento do rimen
(Van Soest, 1994). A digestibilidade desses alimentos expressa a propor¢ao da matéria
ingerida que ¢ degradada ao longo do trato digestivo e ¢ amplamente utilizada como
pardmetro para a avaliacdo da qualidade nutricional das forragens (Mertens, 1994;

Buxton, 1995).



Volumosos com maior digestibilidade tendem a apresentar menor acimulo de
fracdo fibrosa indigestivel no rimen, o que pode favorecer o consumo voluntario e o
fluxo de nutrientes para o intestino. Em contraste, volumosos com elevada propor¢ao de
parede celular e maior teor de lignina apresentam menor digestibilidade e maior
limita¢do ao consumo, 0 que compromete o aproveitamento dos nutrientes e a eficiéncia
produtiva (Van Soest, 1994; Allen, 1996; Oba & Allen, 1999). Assim, a avaliagdo da
digestibilidade dos volumosos ¢ essencial para a classificacdo da qualidade das
forragens e para subsidiar decisdes relacionadas ao manejo alimentar e a formulagdo de

dietas mais eficientes.

2. Principais métodos para avalia¢do da digestibilidade dos alimentos

Os métodos in vivo, in situ e in vitro sdo amplamente empregados na para
estimar a digestibilidade dos alimentos, diferindo quanto ao principio metodologico,
nivel de complexidade, custo, tempo experimental e grau de invasividade (Van Soest,
1994; Detmann et al., 2014).

O método in vivo ¢ considerado o método de referéncia (padrdo ouro) para a
avaliacdo da digestibilidade. Apesar de sua elevada robustez experimental, esse método
apresenta limitagdes praticas importantes, como alto custo, necessidade de infraestrutura
especifica, maior tempo de conducdo dos ensaios e rigorosos cuidados éticos, o que
restringe sua aplicacdo rotineira, especialmente em avaliagdes de grande niimero de
alimentos (Van Soest, 1994; NRC, 2001; Ferrari, 2003; Senger et al., 2007).

O método in situ baseia-se na incubacao de amostras de alimento em bolsas
porosas inseridas diretamente no rimen de animais fistulados, permitindo estimar a
degradabilidade ruminal dos nutrientes, e ndo a digestibilidade total do alimento. Por
meio desse método, € possivel caracterizar fracdes degraddveis e estimar a
degradabilidade efetiva a partir de taxas de passagem previamente assumidas. Além de
ndo representar a digestibilidade em todo o trato gastrintestinal, o método apresenta
limitagdes, como variagdo entre laboratorios e perdas de particulas finas pelas
porosidades dos sacos filtrantes, o que pode comprometer a comparabilidade dos
resultados (Foster et al., 2023).

Os métodos in vitro consistem na simulagdo controlada do processo
fermentativo ruminal em ambiente laboratorial, utilizando liquido ruminal como indculo

microbiano (Whiteman, 1980). Esses métodos sdao amplamente utilizados como



alternativa aos ensaios in vivo, por apresentarem menor custo, menor tempo
experimental e reduzido uso de animais. Contudo, diferentemente dos métodos in vivo,
as técnicas in vitro estimam principalmente a digestdo ruminal do alimento, ndo
contemplando integralmente os processos péds-ruminais de digestdo e absorcao,
especialmente nas metodologias exclusivamente gravimétricas (Berchielli et al., 2006).

Entre as principais técnicas in vitro, destaca-se o método de Tilley e Terry
(1963), posteriormente modificado por Goering ¢ Van Soest (1970), que simula a
digestdo ruminal por meio da incubagdo do alimento com liquido ruminal tamponado,
seguida por uma etapa de digestdo enzimatica em pepsina acida, representando a
digestdo no abomaso. Esse método ¢ amplamente reconhecido por sua simplicidade,
baixo custo e boa correlagdo com resultados obtidos in vivo (Velasquez et al., 2010).

Avancgos metodologicos permitiram o desenvolvimento de sistemas baseados no
uso de sacos filtrantes (filter bags), como o fermentador ruminal Daisyll (Holden,
1999), que possibilita a incubagdo simultdnea de multiplas amostras sob condic¢des
padronizadas de temperatura e agitagdo. Esses sistemas aumentam a eficiéncia
laboratorial, reduzem a variabilidade experimental e sdo amplamente empregados na
avaliacdo da digestibilidade de forragens e concentrados (Holden, 1999; Mabjeesh et al.,
2000; Alcalde et al., 2001; Silva et al., 2017). Entretanto, o elevado custo dos sacos
filtrantes comerciais, como o modelo F57, tem estimulado a avaliacdo de materiais
alternativos, como o tecido nao tecido (TNT), com resultados promissores em estudos
comparativos (Casali et al., 2009; Valente et al., 2011; Silva et al., 2017).

De modo geral, as estimativas de digestibilidade in vifro baseiam-se no
desaparecimento gravimétrico do substrato ap6s periodos definidos de incubagao, sendo
o tempo de 48 horas frequentemente adotado como padrao. No entanto, esse periodo
pode variar em fun¢ao da natureza do alimento, com tempos menores para alimentos
ricos em carboidratos ndo fibrosos e tempos mais longos para volumosos fibrosos,
refletindo diferencgas na cinética de degradacdao ruminal (Orskov & McDonald, 1979;
Van Soest, 1994; Lopez, 2005).

Tanto os métodos in situ quanto os métodos in vitro dependem da obtengdo de
liquido ruminal com atividade microbiana adequada, o que tradicionalmente envolve o
uso de animais fistulados como doadores de indculo. Embora o método in vitro nao
exija, necessariamente, a manutengdo de animais fistulados no préprio experimento, a
disponibilidade e a representatividade do liquido ruminal permanecem como fatores

criticos para a confiabilidade das estimativas de digestibilidade (Detmann et al., 2005).



3. Principais técnicas para coleta do conteudo ruminal

O rumen ¢ uma camara fermentativa anaerdbia caracterizada por intensa
atividade microbiana, com pH geralmente entre 5,5 ¢ 7,0 e temperatura proéxima a 38—
40 °C, condi¢des que favorecem a degradagao dos alimentos ingeridos pelos ruminantes
(Hungate, 1966). Trata-se de um ecossistema complexo e altamente diverso, composto
principalmente por bactérias, fungos e protozoarios, sendo as bactérias responsaveis por
cerca de 60 a 90% da biomassa microbiana e desempenhando papel central nos
processos fermentativos (Fonseca & Dias-Da-Silva, 2001; Kozloski, 2011). O conteudo
ruminal € estruturalmente heterogéneo, formado por fases solida e liquida, agregados
microbianos e variagdes espaciais entre compartimentos dorsal e ventral, além de
variacoes temporais associadas a dieta e ao padrao de ingestdo (Resillez et al., 2009).

Em razdo dessa complexidade, o acesso ao conteudo ruminal ¢ fundamental para
estudos que envolvem fermentagdo, microbiota e degradabilidade dos nutrientes. As
principais técnicas empregadas para esse fim sdo a fistula ruminal e a sonda esofégica,
cujas aplicagdes apresentam vantagens e limitagdes que devem ser consideradas
conforme o objetivo experimental.

A fistula ruminal ¢ amplamente utilizada como método de referéncia em
pesquisas com ruminantes, por permitir acesso direto ao rimen e a coleta controlada de
amostras das fases liquida e solida, possibilitando amostragens em diferentes regides do
orgdo (Thyfault et al., 1975; Grovum, 1989; Duffield et al., 2004). Essa caracteristica
favorece a obtengdo de amostras mais representativas da heterogeneidade do ambiente
ruminal. Entretanto, trata-se de um procedimento cirdrgico invasivo, cuja aplica¢do
envolve custos elevados, limita o nimero de unidades experimentais e exige rigorosos
cuidados com o bem-estar animal (Brasil, 2008; Henderson, 2021). Embora animais
adequadamente manejados possam manter padrdes fisiologicos proximos ao normal, a
técnica nao esta isenta de riscos, como infecgdes locais ¢ extravasamento de conteudo
ruminal (Grovum, 1989; Muzzi et al., 2009).

Como alternativa, a sonda esofagica consiste em um método minimamente
invasivo e nao cirargico, amplamente empregado em estudos que demandam coletas
pontuais ou em grande niimero de animais, sobretudo para avaliagdes de parametros
fermentativos, como pH, &cidos graxos volateis (AGVs) e nitrogénio amoniacal
(Lavezzo et al., 1988; Salles et al., 2003; Shen et al., 2012). O principal questionamento

associado a essa técnica refere-se a representatividade das amostras, uma vez que a



aspiragdo ocorre predominantemente na regido dorsal do rimen, onde a concentracao de
particulas sélidas ¢ menor, além da possibilidade de contaminagao salivar.

A saliva, rica em bicarbonato e fosfato, exerce efeito tamponante que tende a
elevar o pH das amostras, enquanto seus efeitos sobre AGVs e nitrogénio amoniacal sao
geralmente atribuidos ao efeito diluente, resultando, em alguns casos, em redugdes
moderadas dessas varidveis (Wohlt et al., 1976; Keesen et al., 2016; Jayasinghe &
Ranathunga, 2018; Chen et al., 2021). Esses efeitos podem ser minimizados por meio de
procedimentos padronizados, como o descarte dos primeiros volumes aspirados, a
coleta de volumes moderados (100—300 mL) e a correta insercdo da sonda até o saco
ventral do ramen (Garry, 2006; Doring et al., 2014; Hormann et al., 2020).

Diversos estudos comparativos indicam que as diferengas entre os métodos de
coleta dependem do parametro avaliado e do objetivo experimental. Oliveira et al.
(1999) observaram que o método de coleta ndo alterou o nimero total de protozodrios,
embora o liquido obtido por fistula apresentasse maior propor¢do de protozoarios
holotriquios. Lavezzo et al. (1988) relataram que a fistula fornece valores mais
proximos das condigdes absolutas do rumen, enquanto a sonda esofagica ¢ mais
adequada para comparacdes entre tratamentos. Em ensaios de digestibilidade in vitro,
Oliveira et al. (1993) e Alcalde et al. (2001) demonstraram que o liquido ruminal obtido
por sonda pode fornecer resultados estdveis e reprodutiveis, sendo uma alternativa
viavel como fonte de inoculo, dependendo do alimento avaliado.

Dessa forma, a escolha entre fistula ruminal e sonda esofagica deve considerar o
tipo de varidvel analisada, o nivel de representatividade requerido e a viabilidade
experimental. Ambas as técnicas desempenham papel relevante em estudos de
digestibilidade in vitro, especialmente aqueles que dependem do uso de liquido ruminal
como inoculo, justificando a necessidade de investigacdes que comparem seus efeitos

sobre os resultados obtidos.



Quadro 1 - Comparagao entre coleta de liquido ruminal via fistula e via sonda esofagica

Critério Fistula Ruminal Sonda Esofagica
Descrigao da Abertura permanente na parede Introdug¢do de wuma sonda
técnica abdominal e da parede do rimen, flexivel pela cavidade oral até o
com inser¢do de uma canula que ramen para retirada do contetido
conecta o ambiente ruminal ao ruminal.
meio externo.
Invasividade Procedimento invasivo, requer Minimamente invasiva, nao
cirurgia realizada sob anestesia. requer procedimento cirirgico.
Custos / Alto custo de implantacdo, menor Baixo custo operacional, estudos
Viabilidade nimero de animais com maior numero de animais

Acesso ao rumen

Acesso direto e abrangente a

diferentes regides do rimen.

Acesso restrito, geralmente a

regido cranial ventral do rumen.

Composic¢ao da

amostra

Amostra mais representativa do

conteddo  ruminal, incluindo

fracdes liquida e solida.

Principalmente fracdo liquida,
com baixa representatividade da

fracdo solida.

Contaminag¢do com

Minima ou inexistente, devido ao

Alta probabilidade de

saliva acesso direto contaminag¢do com saliva
Interferéncia  no Valores de pH mais confidveis ¢ pH elevado devido ao efeito
pH representativos. tamponante da saliva.
Representatividade Maior precisdao na avaliagdo da Pode subestimar grupos
microbiologica microbiota total do rimen. microbianos e alterar perfis.

Aplicagao ética

Requer aprovacdo ética rigorosa,
com justificativas e cuidados com

0 bem-estar animal.

Mais aceito em protocolos com

restri¢do ética.

Utilizagao em M¢étodo padrao para estudos de Alternativa vidvel para estudos

estudos cientificos  digestibilidade,  fisiologia e com menor invasividade.
microbiota.

Execugdo da coleta Apds instalagdo da canula, Requer operador treinado para

qualquer pessoa pode realizar a

coleta.

introducgao correta da sonda.

Fonte: Elaborado pela autora a partir de informagdes extraidas de Duffield et al. (2004); Laflin & Gnad
(2008); Fernandez et al. (2009); Shen et al. (2012); Paz et al. (2016); Henderson et al. (2021).
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CAPITULO 2 - ARTIGO
Técnicas de coleta de liquido ruminal para analise da digestibilidade in vitro de

alimentos.

Paula Eduarda Penasso Correa', Camila Soares Cunha!

'Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia,

Campo Grande, MS, Brasil.

RESUMO: A avaliagdo da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) ¢
amplamente utilizada na nutricdo de ruminantes, sendo dependente da qualidade do
in6éculo ruminal empregado, contudo, a literatura ainda ndo ¢ conclusiva quanto a
possivel influéncia da técnica de coleta sobre essa qualidade. Este estudo foi conduzido
com o objetivo de comparar a DIVMS de diferentes volumosos utilizando liquido
ruminal obtido por fistula ruminal e por sonda esofagica. O experimento foi conduzido
na Fazenda Escola da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, utilizando quatro
volumosos: silagem de capim-elefante BRS Capiacu, capim-elefante BRS Capiacgu in
natura, silagem de milho e capim Marandu. O liquido ruminal foi coletado de trés
bovinos Nelore fistulados, por ambas as vias, em duas rodadas experimentais com
intervalo de uma semana. Apos a coleta, o liquido foi filtrado, homogeneizado em um
pool por técnica de coleta e encaminhado para o Laboratorio de Nutrigao Aplicada da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FAMEZ/UFMS. A DIVMS foi
avaliada pelo método de Tilley e Terry, adaptado ao sistema Marconi®, utilizando
saquinhos de TNT. O periodo de incubagdo ruminal foi de 48 horas seguida de digestao
acida com pepsina por 24 horas. Os dados foram submetidos a andlise estatistica para
comparagdo entre os métodos de coleta, sendo avaliados os valores médios de
digestibilidade, bem como medidas de variabilidade (amplitude, desvio-padriao e
coeficiente de variagdo). Os resultados indicaram que, embora diferencas de
variabilidade tenham sido observadas entre as técnicas conforme o tipo de volumoso,
ndo houve efeito significativo (P>0,05) da técnica de coleta sobre os valores médios de
DIVMS. Conclui-se que ambas as técnicas de coleta de liquido ruminal, por sonda
esofagica ou por fistula ruminal, podem ser utilizadas em ensaios de digestibilidade in

vitro, considerando suas limitagdes operacionais e a natureza do alimento avaliado.

Palavras-chave: Analise de alimentos; fistula; indculo; ruminantes; sonda esofagica.
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ABSTRACT: [n vitro dry matter digestibility (IVDMD) is widely used in ruminant
nutrition and depends directly on the quality of the ruminal inoculum employed,
however, the literature is still inconclusive regarding the possible influence of the
collection technique on this quality. This study aimed to compare the IVDMD of
different forages using ruminal fluid obtained via ruminal fistula and esophageal probe.
The experiment was conducted at the Experimental Farm of the Federal University of
Mato Grosso do Sul, using four forages: BRS Capiagu elephant grass silage, fresh BRS
Capiagu elephant grass, corn silage, and Marandu grass. Ruminal fluid was collected
from three fistulated Nellore cattle by both collection methods, in two experimental runs
conducted at one-week interval. After collection, the ruminal fluid was filtered,
homogenized into a pooled sample for each collection technique, and transported to the
Applied Nutrition Laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Science (FAMEZ/UFMS). The IVDMD was determined using the Tilley and Terry
method, adapted to the Marconi® system, with the use of nonwoven fabric bags. The
ruminal incubation period was 48 hours, followed by acid digestion with pepsin for 24
hours. Data were subjected to statistical analysis to compare collection methods,
evaluating mean digestibility values as well as measures of variability (range, standard
deviation, and coefficient of variation). The results indicated that, although differences
in variability were observed between techniques depending on forage type, there was no
significant effect (P > 0.05) of the collection technique on mean IVDMD values. It is
concluded that both ruminal fluid collection techniques, using an esophageal probe or a
ruminal fistula, can be used in in vitro digestibility assays, considering their operational

limitations and the characteristics of the evaluated feed.

Keywords: Esophageal probe; feed analysis; fistula; inoculum; ruminants.
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INTRODUCAO

Dentre as metodologias disponiveis para estimagdo da digestibilidade, as
avaliagdes in vitro t€m ampla aplicacdo por possibilitar estimativas confiaveis, com
menor custo, menor tempo de execucdo e reduzida demanda por estruturas
experimentais, sendo empregada tanto em técnicas cldssicas, como a de Tilley e Terry
(1963), quanto em sistemas mais recentes, como o fermentador Daisyll (Holden, 1999;

Berchielli et al., 2006).

O liquido ruminal necessario para as analises pode ser obtido principalmente via
fistula ruminal ou sonda esofagica. A fistula ruminal ¢ considerada o método de
referéncia por permitir acesso direto ao rumen e a coleta de amostras mais
representativas, incluindo as fases liquida e solida (Arcuri et al., 2011). Contudo, para
obter um animal dotado de fistula é necessario um procedimento cirurgico invasivo,
sujeito a restricdes éticas e a crescentes preocupagoes relacionadas ao bem-estar animal

(Henderson, 2021).

Como alternativa, a coleta por sonda esofdgica constitui um método menos
invasivo e de mais fécil aplicacdo, especialmente em estudos com maior nimero de
animais. No entanto, essa técnica pode resultar em amostras com menor
representatividade da fragdo sélida do rimen e estd sujeita a contaminagdo salivar,
fatores que podem alterar caracteristicas do inoculo e influenciar potencialmente a

atividade microbiana durante a incubagao in vitro (Wolt et al., 1976; Harrison, 1995).

A literatura ¢ escassa quanto a evidéncias que demonstrem se o liquido ruminal
obtido por diferentes métodos de coleta pode refletir de forma variavel nos resultados de
digestibilidade in vitro, em fung¢do, entre outros fatores, das caracteristicas do alimento
avaliado. Embora alguns estudos tenham comparado os métodos de coleta de liquido
ruminal em avaliagdes de digestibilidade in vitro (Oliveira et al., 1993; Alcalde et al.,
2001), os resultados ainda sdo limitados e, em alguns casos, divergentes, especialmente
quando considerados diferentes tipos de alimentos. Alimentos com maior propor¢do de
carboidratos nao fibrosos, por exemplo, podem responder de forma distinta quando

comparados a volumosos fibrosos (Mertens, 1994; Buxton, 1995).
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Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo comparar a digestibilidade
in vitro da matéria seca (DIVMS) de diferentes alimentos volumosos utilizando liquido
ruminal obtido por fistula ruminal e por sonda esofagica. A hipotese testada ¢ a de que
os diferentes métodos de coleta do liquido ruminal ndo promovem alteragdes

significativas nas estimativas de DIVMS, independentemente do alimento avaliado.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento

As coletas de liquido ruminal foram conduzidas na Fazenda Escola da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), localizada no municipio de
Terenos — MS. As avaliagdes laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Nutri¢do
Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ/UFMS), em
Campo Grande — MS.

Alimentos utilizados e avaliacdo da matéria seca

Neste experimento, foram utilizadas amostras de silagem de capim-elefante BRS
Capiagu (Pennisetum purpureum), capim-elefante BRS Capiagu (Pennisetum
purpureum c¢v BRS Capiagu) e capim Marandu (Urochloa brizantha cv. Marandu)
obtidas na Fazenda Escola da UFMS e silagem de milho de origem comercial. Todas as
amostras foram coletadas previamente ao experimento pois foram originalmente

utilizadas em pesquisas prévias.

O capim-elefante BRS Capiagu utilizado para a confec¢do da silagem e para a
amostra de capim in natura foi oriunda de uma capineira da Fazenda Escola da UFMS,
sendo as plantas colhidas com aproximadamente 110 dias de idade entre outubro de
2022 e abril de 2023. O material foi colhido mecanicamente, picado com tamanho
médio de particula de 2mm. Amostras foram tomadas em diferentes momentos durante
a picagem, sendo confeccionada uma amostra composta. Desta, uma subamostra foi
destinada a pré-desidratagdo parcial, para obtencdo da amostra de capim in natura e
outra subamostra foi ensilada em tubos de PVC com 10 cm de didmetro e 40 cm de
comprimento, sem adicdo de qualquer aditivo. O material adicionado ao silo foi
compactado manualmente, atingindo uma densidade de 800 kg de MN/m®. O silo foi

vedado e mantido em local coberto e a temperatura ambiente por 150 dias. Apds esse
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periodo, o silo foi aberto e amostras foram coletadas em diferentes pontos, garantindo a

representatividade.

A silagem de milho foi adquirida na regido de Campo Grande — MS, proveniente
de silos do tipo “bola”, produzida no ano de 2023. Por se tratar de material comercial,
nao foi possivel caracterizar o hibrido, estagio de colheita ou teor de matéria seca no

momento da ensilagem.

Por fim, o capim Marandu foi coletado de uma area manejada em pastejo
rotativo da Fazenda Escola da UFMS, sendo a amostragem realizada com base no
estrato pastejavel (15 cm), sendo a altura de entrada de 30 cm e a altura de saida de

15cm. A amostragem foi realizada em maio de 2024.

Em cada pesquisa nas quais as amostras foram utilizadas, foi realizada a
pesagem, o, acondicionamento em sacos de papel de peso conhecido e a pré-
desidratacao das amostras em estufa a 55 °C por 72 horas. Posteriormente, as amostras
foram moidas em moinho tipo Wiley em peneira com crivos de 1 mm. Por fim, os
materiais foram encaminhados ao laboratdrio onde foram estimados os teores de matéria
seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN) e
matéria mineral (MM), seguindo os métodos descritos em Detmann et al. (2021)

(Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica dos alimentos submetidos a avaliagdo da digestibilidade

in vitro da matéria seca utilizando liquido ruminal obtido por fistula ou por sonda

esofagica

Alimento MS! PB> EE*> FDN?> MM?
Silagem de capim-elefante BRS Capiacu 21,21 6,54 1,540 72,25 1,55
Capim-elefante BRS Capiagu 22,25 9,40 1,53 72,66 9,33
Silagem de milho 36,20 6,38 2,08 51,62 5,09
Capim Marandu 30,46 565 1,24 71,86 6,99

! Porcentagem da matéria natural. 2Porcentagem da matéria seca.

Coleta do inoculo
As técnicas de coleta por sonda esofagica e via fistula ruminal constituiram os

tratamentos do experimento. O indculo ruminal foi coletado de trés bovinos machos nao
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castrados, da raga Nelore, com peso médio de 450 kg, todos portadores de canula
ruminal permanente. Os animais eram clinicamente saudaveis, mantidos em sistema de
confinamento, com calendario sanitario atualizado, incluindo vacinagdo e vermifugacao,
nao apresentando alteragdes clinicas ou comportamentais nos dias que antecederam as
coletas. Os mesmos animais foram utilizados para ambas as formas de coleta — via

fistula ruminal e via sonda esofégica.

Cerca de 15 dias antes das coletas, os animais foram adaptados a uma dieta
composta por silagem de milho e concentrado formulado com fuba de milho, farelo de
soja, carogo de algodio e premix mineral. Os animais foram mantidos em

confinamento, com acesso ad libitum a agua.

As coletas de liquido ruminal foram realizadas em duas semanas consecutivas,
no més de novembro de 2025, caracterizando duas rodadas experimentais independentes
no tempo, com intervalo de uma semana entre elas. Em cada rodada, o liquido ruminal
foi coletado dos trés animais por ambas as vias (sonda esofagica e fistula ruminal). Para
a coleta, os animais foram imobilizados em tronco de conten¢do, sendo realizada
primeiramente a coleta via sonda esofagica e, em seguida, a coleta via fistula ruminal no

mesmo animal.

Apds a coleta, o conteudo ruminal foi imediatamente filtrado em gaze, e
posteriormente armazenado em garrafas térmicas previamente aquecidas com agua
fervente, garantindo a manutengdo da temperatura e viabilidade microbiana durante o
transporte até o laboratorio. O liquido ruminal obtido de cada um dos trés animais foi
coletado separadamente por cada via e, em seguida, as amostras referentes a cada
método de coleta foram reunidas e homogeneizadas, originando um pool de liquido
ruminal obtido via fistula e um obtido via sonda. Padronizagdo que permitiu utilizar
um inoculo representativo e uniforme dentro de cada técnica de coleta. Essa estratégia
caracterizou a utilizacdo de uma amostra composta por método de coleta em cada

rodada experimental.

Em cada rodada, os pools de liquido ruminal obtidos por cada via de coleta
foram preparados imediatamente apods a coleta e utilizados como indculo no ensaio de
DIVMS, nao havendo armazenamento prolongado do material. Essa padronizagao

permitiu utilizar um in6culo representativo e uniforme dentro de cada técnica de coleta.
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Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)

A digestibilidade in vitro da matéria seca foi avaliada segundo a técnica descrita
por Tilley e Terry (1963), adaptada para o sistema de ramen artificial Marconi®,
modelo MA443, conforme procedimentos de Holden (1999). Esse método foi escolhido
por permitir a comparagao controlada entre diferentes fontes de indculo ruminal,
minimizando varia¢des operacionais e estruturais do ensaio. O experimento foi
conduzido em duas rodadas com intervalo de uma semana entre elas. Cada rodada
correspondeu a uma repeticdo experimental no tempo, utilizando novos pools de
in6culo obtidos por ambas as vias de coleta. Em cada rodada foram utilizadas duas

maquinas incubadoras, totalizando oito jarros de incubacao por rodada.

A cada rodada, em cada maquina foram alocados dois jarros contendo indculo
obtido via fistula e dois jarros contendo indculo obtido via sonda, organizados da
seguinte forma: sonda e fistula na primeira fileira e fistula e sonda, na segunda. Essa
disposi¢do visou minimizar possiveis efeitos de posi¢cdo dentro do equipamento sobre o

processo fermentativo.

Para cada jarro foram adicionados 30 saquinhos de TNT selados termicamente,
sendo 24 contendo amostras e 6 brancos. Os saquinhos com amostras foram distribuidos
igualmente entre os quatro volumosos, totalizando seis por alimento. Considerando as
duas rodadas experimentais, cada alimento foi avaliado em um total de 48 saquinhos (6
saquinhos x 4 jarros x 2 rodadas), caracterizando as repeticoes técnicas dentro de cada

método de coleta. Os saquinhos foram considerados as unidades experimentais.

Em cada jarro de incubacdo, foram adicionados a solucdo tampdo de Kansas,
1570 mL da solugdo A, composta por KH2POa (fosfato monopotéssico), MgSOs (sulfato
de magnésio), NaCl (cloreto de sodio), ureia e CaCl.-2H2O (cloreto de calcio di-
hidratado), e 28 mL da solucao B, constituida por carbonato de sddio (Na2COs) e sulfeto
de sédio nonahidratado (Na:S-9H:0), juntamente com os saquinhos. Os jarros foram
colocados na incubadora até atingirem temperatura de 39 °C. Em seguida, foram
adicionados 400 mL do liquido ruminal correspondente a cada via de coleta no jarro
correspondente, ¢ imediatamente plugada a entrada de CO: por 30 segundos para
obten¢do de ambiente anaerobio. Os jarros permaneceram incubados por 48 horas a 39

°C. O liquido ruminal utilizado em cada jarro correspondeu ao pool preparado para cada



21

método de coleta e rodada experimental, ndo havendo replicagdo independente do

indculo dentro da mesma rodada.

Ap6s esse periodo, foi preparada a solugdo para a segunda etapa, dissolvendo-se
8 g de pepsina em 40 mL de HCI 6N, que foi adicionada a cada jarro, apds as 48 horas.
Os potes permaneceram incubados por mais 24 horas a 39 °C. Apods a digestdo, os
saquinhos foram retirados e lavados abundantemente até que a adgua se tornasse clara.
Em seguida, foram secos em estufa a 55 °C por 24 horas, depois em estufa a 105 °C por
mais 24 horas, e finalmente acondicionados em dessecador para pesagem. A perda de
massa apds as duas fases do método corresponde ao material digerido, interpretado
como a fragao desaparecida no rumen in vitro. A unidade experimental considerada para
fins de analise estatistica foi o saquinho com amostras, com o alimento e o método de
coleta do in6culo como fatores fixos, e a rodada experimental considerada como efeito

aleatorio.

Anadlise estatistica

O alimento e o método de coleta do in6culo ruminal (fistula ruminal ou sonda
esofagica) foram considerados fatores fixos, bem como a intera¢do entre esses fatores A
unidade experimental foi considerada como sendo cada saquinho avaliado. Os
resultados foram submetidos a uma analise de varidncia pelo teste F e, havendo
significancia (P<0,05), as médias foram contrastadas via teste Tukey, sendo
consideradas significativas as diferencas cujo P<0,05. As andlises foram realizadas
utilizando o procedimento GLIMMIX do pacote estatistico SAS (SAS Inst. Inc., Cary,
NC, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estatistica descritiva

Para a silagem de capim-elefante BRS Capiagu, o método por sonda apresentou
maior amplitude (42,37; Tabela 2) e maior coeficiente de variagdo (CV; 21,72%)
quando comparado a fistula, que teve amplitude de 37,02 e CV de 17,87%. Isso indica
que, para este volumoso, a sonda resultou em maior dispersdao dos valores e menor

consisténcia entre repetigoes.
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Tabela 2. Estatistica descritiva da digestibilidade in vitro da matéria volumosos
estudados em fungao da coleta de indculo
Coleta Cv
Volumoso Min! Max*> Amp® DP* Var
(%)°
Silagem de capim BRS Capiacu 20,69 63,07 42,37 9,015 81,27 21,72
Capim-elefante BRS Capiagu 41,34 69,69 28,35 6,115 37,39 10,24
Sonda Silagem de milho 53,45 75,07 21,62 5,070 25,771 7,35
Capim Marandu 55,80 69,64 13,84 1,151 17,24 6,76
Silagem de capim BRS Capiagu 21,77 58,80 37,02 7,781 60,54 17,87
) Capim-elefante BRS Capiagu 53,52 70,53 17,01 3,681 13,55 5,94
Fistula Silagem de milho 52,81 90,56 37,75 7,938 63,03 11,34
Capim Marandu 42,84 73,83 31,0 6,631 43,97 10,57

"Minimo; 2M4ximo; *Amplitude; *Desvio-padrio; >Variancia; *Coeficiente de variagio.

Para o capim-elefante BRS Capiagu observou-se padrio semelhante ao da
silagem, com maior variabilidade para o método por sonda (amplitude = 28,35; CV =
10,24%) em comparacdo a fistula (amplitude = 17,01; CV = 5,94%). Assim, o inoculo
obtido pela fistula apresentou estimativas mais homogéneas.

Comportamento oposto foi observado para a silagem de milho: a fistula
apresentou maior amplitude (37,75) e maior CV (11,34%), enquanto a sonda apresentou
menor amplitude (21,62) e CV (7,35%). Dessa forma, para este volumoso especifico, a
menor variabilidade ocorreu no método de coleta por sonda.

Resultados semelhantes aos da silagem de milho foram observados no capim
Marandu, com maior variabilidade na fistula (amplitude = 31,0; CV = 10,57%) e menor

variabilidade na sonda (amplitude = 13,84; CV = 6,76%).

A analise da variabilidade entre os métodos indica que o comportamento nao ¢
uniforme entre os volumosos, sendo influenciado tanto pelo tipo de alimento quanto
pelas caracteristicas microbiologicas e fisicas do inoculo obtido, o que reforca a

necessidade de avaliacdo separadamente de cada volumoso.

De modo geral, observou-se maior variabilidade dos resultados quando o liquido
ruminal foi obtido por meio de sonda esofagica. Essa maior variabilidade pode estar
associada a caracteristicas intrinsecas ao método de coleta, independentemente do

alimento avaliado, uma vez que a sonda tende a recuperar uma fracdo do contetido
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ruminal com menor proporc¢ao de particulas sélidas e maior influéncia de saliva, o que
pode alterar o pH do meio e diluir a populacdo microbiana funcional (Duffield et al.,

2004; Larsen et al., 2020; Muizelaar et al., 2020).

Além disso, o ramen apresenta diferengas marcantes entre regides. A porgao
dorsocraniana, mais proxima da entrada esofagica, contém maior proporg¢ao de saliva, o
que afeta pH, composicao de acidos graxos volateis e composi¢do microbiana (Duffield
et al., 2004; Henderson et al., 2013; Larsen et al., 2020; Muizellar et al., 2020). Como a
sonda acessa prioritariamente essa regido, parte da variabilidade associada ao método
pode ser atribuida a essas diferencas anatomicas e fisioldgicas. Dessa forma, a
variabilidade observada resulta da interacdo entre fatores metodologicos e biologicos,
incluindo a heterogeneidade do ambiente ruminal, o local de amostragem, a distribui¢ao
da microbiota e a propor¢do entre as fases solida e liquida do indculo, afetando os

resultados obtidos de maneira aleatoéria.

Digestibilidade in vitro da matéria seca

A Tabela 3 apresenta as médias da DIVMS obtidas pelos dois métodos de coleta,
bem como os respectivos erros-padrio da média (EPM) e valores de P. Os valores
médios de DIVMS encontrados estdo condizentes com a literatura, observando-se maior
DIVMS para a silagem de milho e menores digestibilidades para os capins.
Supreendentemente, houve expressiva diferenca entre os valores de digestibilidade
obtidos para a silagem de capim-elefante BRS Capiacu e o capim-elefante BRS
Capiagu. Tal discrepancia pode ser explicada pela perda de qualidade do material
durante o processo de ensilagem, resultado em menores teores de nutrientes digestiveis
e, portanto, menor digestibilidade. Os teores de PB encontrados na avaliagdo da
composicdo quimica dos alimentos podem ajudar a corroborar esse fato, sendo que
foram encontrados valores de PB de 6,54% para a silagem de capim-elefante BRS
Capiacu e 9,40% para o capim-elefante BRS Capiagu (Tabela 1).

De maneira geral, ndo houve efeito do tipo de coleta sobre os valores médios de
DIVMS para todos os volumosos estudados. As médias obtidas foram semelhantes entre
sonda, variando de 41,50%, para a silagem de capim-elefante BRS Capiacu a 68,96%
para a silagem de milho, e fistula, que variou de 43,54% para a silagem de capim-

elefante BRS Capiacu a 69,98% para a silagem de milho.
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Tabela 3. Digestibilidade in vitro da matéria seca dos volumosos estudados em fungao

da coleta de indculo (sonda ou fistula)

Coleta de ino6culo ruminal EPM P-valor
Volumoso
Sonda Fistula
Silagem de capim BRS Capiacu 41,50 43,54 8,489 0,2792
Capim-elefante BRS Capiagu 59,70 61,97 4,980 0,0545
Silagem de milho 68,96 69,98 6,546 0,4967
Capim Marandu 61,38 62,72 5,470 0,2779

A auséncia de diferencas significativas entre os alimentos indica que, apesar das
diferencas na variabilidade (Tabela 3), a digestibilidade média nao foi influenciada pelo
método de coleta do indculo. Os resultados obtidos no presente estudo encontram apoio
nos resultados de Paz et al. (2016), que mostram que, quando corretamente
padronizados, os métodos por sonda e fistula produzem indculos com composicdo
microbiana amplamente comparavel. Esses autores observaram que a composicao
global da microbiota ruminal n3o ¢ significativamente afetada pelo método de
amostragem (fistula ou sonda esofagica), desde que as amostras sejam representativas
do contetido ruminal. Dessa forma, a auséncia de diferencas nas médias de DIVMS
observada no presente estudo sugere que a microbiota responsavel pela fermentagao

ruminal foi suficientemente preservada em ambos os métodos de coleta.

Apesar do rigor metodologico adotado, algumas limitagdes operacionais
estiveram presentes durante a conducdo do experimento e devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados. Durante algumas coletas, observou-se maior dificuldade na
obten¢do do liquido ruminal via sonda esofagica, em funcdo de obstru¢des da sonda.
Esse fato ocasionou aumento no tempo de coleta e pode ter contribuido para maior
estresse e agitacdo dos animais, além de potencialmente aumentar a exposi¢do do
indculo a variagdes ambientais durante o procedimento. Pode ter ocorrido ligeira
redugdo da temperatura do indculo, no entanto, logo apos sua obtengdo, o indculo foi
transferido para garrafas térmicas previamente aquecidas, o que permitiu a rapida
recuperagdo da temperatura e a preservacao da viabilidade microbiana, ndo sendo
observados efeitos negativos sobre os valores finais de DIVMS. Em contraste, a coleta
por fistula ruminal mostrou-se mais pratica, rapida e eficiente, permitindo a retirada do

liquido com menor tempo de manipulacao e maior facilidade operacional.
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A utilizacdo dos mesmos animais para todas as coletas contribuiu para a
padronizagdo experimental. Entretanto, reconhece-se que o rimen de animais fistulados
pode apresentar funcionamento ligeiramente distinto daquele de animais ndo fistulados,
possivelmente em decorréncia de mudangas fisioldgicas associadas a presenga da
fistula, como a eventual entrada de pequenas quantidades de oxigénio no rimen, mesmo
quando adequadamente vedada. Essas condi¢des podem influenciar, em certa medida, a

dindmica microbiana ruminal.

A susceptibilidade a limita¢des durante a execugdo das técnicas de coleta reforga
que, embora a DIVMS nao tenha sido influenciada pela via de coleta do inoculo,
aspectos operacionais ¢ ambientais devem ser considerados na escolha do método de
coleta, especialmente em estudos experimentais que envolvam repeticdo de coletas e

padronizag¢do rigorosa do indculo ruminal.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que os métodos de coleta do in6culo ruminal por fistula
ruminal e por sonda esofagica sdo equivalentes para a avaliacdo da digestibilidade in

vitro da matéria seca de volumosos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALCALDE, C. R.; et al. Avaliacdo de métodos de coleta de liquido ruminal para
ensaios de digestibilidade in vitro. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 30, n. 3, p.

905-912, 2001.

ARCURI, P. B.; et al. Coleta de liquido ruminal e suas implicagdes na avaliagdo da

fermentagdo ruminal. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 40, p. 123-134, 2011.

BERCHIELLI, T. T.; GARCIA, A. V.; OLIVEIRA, S. G. Principais técnicas de
avaliacdo aplicadas em estudo de nutri¢do. In: BERCHIELLI, T. T.; PIRES, A.
V.; OLIVEIRA, S. G. (org.). Nutri¢do de ruminantes. Jaboticabal: FUNEP,
2006. p. 583.



26

BUXTON, D. R. Quality-related characteristics of forages as influenced by plant
environment and agronomic factors. Animal Feed Science and Technology, v.

59, p. 3749, 1995.

DUFFIELD, T.; et al. Impact of rumen sampling location and method on ruminal pH

and fermentation parameters. Journal of Dairy Science, v. 87, p. 59-66, 2004.

HARRISON, J. H. Rumen sampling techniques and effects on rumen fermentation

parameters. Journal of Dairy Science, v. 78, p. 284-291, 1995.

HENDERSON, G.; et al. Rumen microbial community composition varies with
sampling technique. Applied and Environmental Microbiology, v. 79, p. 5424—
5432, 2013.

HENDERSON, B. Ethical considerations in rumen fistulation of cattle. Animal, v. 15,
n. 4, p. 100-108, 2021.

HOLDEN, L. A. Comparison of methods of in vitro dry matter digestibility for ten
feeds. Journal of Dairy Science, v. 82, p. 1791-1794, 1999.

LARSEN, M.; et al. Sampling technique affects rumen microbiota and fermentation

characteristics. Animal Feed Science and Technology, v. 261, 114388, 2020.

MERTENS, D. R. Regulation of forage intake. In: FAHEY JR., G. C. (Ed.). Forage
quality, evaluation, and utilization. Madison: ASA, CSSA, SSSA, 1994. p. 450—
493.

MUIZELAAR, W.; et al. Rumen fluid sampling via stomach tube: effects on
fermentation parameters and microbial composition. Journal of Dairy Science, v.

103, p. 255-268, 2020.

OLIVEIRA, M. D. S.; et al. Compara¢do entre métodos de coleta de liquido ruminal
para estudos in vitro. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 22, n. 3, p. 404412,
1993.

PAZ, H. A.; et al. Rumen bacterial community composition in Holstein cows is
unaffected by sampling method. Journal of Dairy Science, v. 99, p. 563-577,
2016.



27

TILLEY, J. M. A.; TERRY, R. A. A two-stage technique for the in vitro digestion of
forage crops. Journal of the British Grassland Society, v. 18, p. 104—111, 1963.

WOLT, J. E.; et al. Effects of saliva contamination on rumen fluid samples collected by

stomach tube. Journal of Animal Science, v. 42, p. 147-152, 1976.



28

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o método de coleta do
in6culo ruminal, seja por fistula ruminal ou por sonda esofdgica, ndo influenciou os
valores médios da digestibilidade in vitro da matéria seca dos volumosos avaliados,
corroborando a hipdtese inicialmente proposta. Independentemente do método de
coleta, as estimativas de digestibilidade permaneceram dentro de faixas condizentes
com a literatura, indicando que ambos os procedimentos, quando adequadamente
padronizados, sdo capazes de fornecer indculos funcionalmente compardveis para

ensaios de digestibilidade in vitro.

As limitagdes operacionais observadas durante o experimento, especialmente
aquelas relacionadas a coleta por sonda esofagica, como maior tempo de coleta, maior
exigéncia de mao de obra qualificada e influéncia das condi¢des climaticas durante uma
das rodadas, ndo comprometeram os resultados finais de digestibilidade. Dessa forma,
conclui-se que ambos os métodos de coleta podem ser utilizados em ensaios de
digestibilidade in vitro da matéria seca, desde que haja rigor metodoldgico e controle
das condi¢des de coleta e incubagdo. Contudo, a escolha do método deve considerar

aspectos €éticos e operacionais.



