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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a utilizagdo de fontes microbianas alternativas ao
indculo ruminal na estimativa da degradacdo e da cinética de fermentacdo ruminal de
alimentos em ruminantes, por meio de procedimentos in vitro. Estruturalmente este trabalho
foi dividido em duas partes. A Parte | é constituida da Introdugdo e do Referencial Teérico, e
a Parte Il é referente a dois capitulos, ambos apresentados na forma de artigo cientifico,
redigidos obedecendo as normas do Periddico Animal Production Science, ao qual serdo
submetidos a publicacdo. O capitulo | objetivou avaliar o efeito da concentracdo de fezes no
indculo fecal comparado ao indculo ruminal, sobre a estimativa da degradabilidade e os
parametros de fermentacdo ruminal pela técnica in vitro de producdo de gases. Foram
incubados os substratos capim-Aruana, feno de capim-Tifton 85 e residuo da cana-de-agUcar.
O comportamento do in6culo ruminal mostrou-se superior (P<0,05) aos indculos fecais para
producdo de gases com base na matéria seca, na matéria organica e na fibra em detergente
neutro; e degradacdo verdadeira da matéria organica e da fibra em detergente neutro. O
indculo fecal nas concentracOes avaliadas ndo foram eficazes para estimativa dos parametros
de fermentacéo e de degradagédo ruminal do capim-Aruana, do residuo da cana-de-agucar e do
feno de capim-Tifton-85, ndo podendo, dessa forma, substituir o in6culo ruminal. O capitulo
Il objetivou avaliar as fontes microbianas do conteddo ruminal e das fezes de ovinos,
provenientes de animais abatidos, em procedimentos in vitro de avaliacdo de alimentos para
ruminantes. Foram incubadas quatro forragens tropicais, duas silagens com diferentes
subprodutos como aditivos e duas dietas com duas proporcoes de volumoso:concentrado. Trés
ensaios in vitro foram conduzidos: 1 - cinética de fermentacdo ruminal até o tempo de 144
horas; 2 - caracteristicas de fermentacdo no tempo 24 horas; e 3 - degradabilidade in vitro no
tempo 24 horas. Os inoculos diferiram (P<0,05) quanto ao potencial maximo de producéo de
gases, tempo necessario para atingir metade da assintota, degradacdo da matéria seca e
matéria organica. A degradabilidade da FDN mostrou-se superior (P<0,05) quando avaliada
em inoculo fecal comparado ao ino6culo ruminal. A fonte microbiana da matéria fecal de
ovinos abatidos pode ser utilizada para estimar os parametros de producdo de gases até o
tempo de 144 horas. O inoculo fecal de ovinos abatidos é eficiente na avaliacdo das
caracteristicas de degradacdo de nutrientes no tempo de incubacao 24 horas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate alternative microbial sources to the ruminal inoculum of
fistulated animals in the estimation of the degradation and kinetics of ruminal fermentation by
in vitro procedures for the evaluation of feed for ruminant animals. Structurally this work was
divided into two parts. Part | consists of the Introduction and Theoretical Referential, and Part
Il refers to two chapters, both presented in the form of papers, drafted according to the norms
of the Journal Animal Production Science, to which they will be submitted. The Chapter I
aimed to evaluate the effect faeces concentration in faecal inoculum versus ruminal inoculum
on the estimation of degradability and ruminal fermentation parameters by the in vitro gas
production technique. The substrates were grass-Aruana, Tifton 85 hay and sugarcane residue.
The behavior of the ruminal inoculum showed to be upper (P <0.05) to faecal inoculum for
the gas production based on dry matter, organic matter and neutral detergent fiber; and true
degradation of organic matter and neutral detergent fiber. The faecal inoculum at the
concentrations evaluated were not effective for estimating ruminal fermentation and ruminal
degradation parameters of Aruana grass, sugarcane residue and Tifton-85 hay, and could not
therefore replace ruminal inoculum. The Chapter Il aimed to evaluate microbial sources of the
ruminal contents and faeces of sheep, from slaughtered animals, by in vitro tests for
evaluation of feed for ruminants. Four tropical forages, two silages with different by-products
as additives and two diets with two proportions of forage:concentrate were incubated. Three
in vitro assays were conducted: 1 - ruminal fermentation kinetics up to 144 hours; 2 -
characteristics of fermentation in the time 24 hours; 3 - in vitro degradability in 24 hours time.
The inocula differed (P <0.05) regarding the maximum potential of gas production, time
required to reach half of the asymptote, degradation of dry matter and organic matter. The
degradability of NDF was higher (P <0.05) when evaluated in faecal inoculum compared to
ruminal inoculum. The microbial source of faecal matter from slaughtered sheep can be used
to estimate the parameters of gas production up to 144 hours. The faecal inoculum of
slaughtered sheep is efficient in evaluating the characteristics of nutrient degradation in the
incubation time 24 hours.
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1 INTRODUCAO

Em producdo sustentavel de ruminantes, animais e pastagens adaptadas ao ambiente séo
os principais fatores para produzir proteina de alta qualidade, a partir de alimentos que nao
competem com a alimentacdo humana e produzidos em terras ndo agricultaveis (TILMAN e
CLARK, 2014). As forragens sdo, frequentemente, o principal ingrediente na dieta de
ruminantes nos tropicos (ARCHIMEDE et al., 2011), e a identificagdo do valor nutritivo e da
disponibilidade de nutrientes para os animais, esta diretamente relacionada a sustentabilidade
de producdo animal. Os nutricionistas de animais ruminantes, geralmente, fazem uso de
tabelas de composicdo de alimentos nas formulacGes de dietas. Entretanto, as grandes
variacfes na composicdo das forragens tropicais, dificulta o atendimento as exigéncias
nutricionais dos animais ou a formulacdo de dietas mais econdmicas. A composi¢do quimica
possibilita quantificar o teor de nutrientes dos alimentos, podendo ser considerada a primeira
etapa na avaliacdo de alimentos; essa composicao, quando associada a digestibilidade, fornece
o valor nutritivo dos alimentos.

Técnicas in vitro podem ser adotadas na estimativa do aproveitamento dos nutrientes no
rumen, por exemplo, pela avaliacdo de alguns parametros de fermentacdo ruminal (SILVA et
al., 2003; MOREIRA et al., 2009), e na determinacdo do valor nutritivo de alimentos para
animais ruminantes. Uma limitacdo ao uso dessas técnicas € a dependéncia do uso do
conteddo ruminal como fonte de microrganismos; muitos paises restringem o
desenvolvimento de pesquisas quando a coleta desse conteldo se da utilizando animais
fistulados, por ser um procedimento invasivo (MOULD et al., 2005; POSADA et al., 2012). A
Normativa n°17 (2014) do CONCEA estabeleceu o processo de reconhecimento de métodos
alternativos no Brasil e determinou o prazo para substituicdo da utilizacdo de animais por
métodos alternativos reconhecidos (CONCEA, 2015). Assim, torna-se necessario 0
desenvolvimento de protocolos alternativos que ndo dependam do uso de animais fistulados,
ou até mesmo de indculo ruminal, para estimar a cinética de fermentacdo, a degradacdo
ruminal e a digestibilidade dos nutrientes dos alimentos.

A utilizacdo das fezes como fonte de indculo microbiano apresenta-se como uma
alternativa ao uso do contetdo ruminal, uma vez que a populacdo microbiana presente nesse
material tem a capacidade de degradar a fracdo fibrosa dos alimentos (HUGHES et al., 2012).
Segundo LAUDADIO et al. (2009), as fezes de varias espécies animais podem ser

manipuladas e utilizadas como indculo microbiano para estimar a fermentagdo ruminal de
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uma ampla variedade de forragens. Entretanto, ndo h4, ainda, um protocolo estabelecido e
amplamente aceito de preparo desse indculo que resulte em boa correlagdo com os dados
obtidos com o uso de indculo ruminal.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a utilizagdo de fontes microbianas alternativas ao
indculo ruminal na estimativa da degradacédo e cinética de fermentacdo ruminal de alimentos
em ruminantes por meio de procedimentos in vitro.

Estruturalmente, este trabalho foi elaborado segundo as normas editoriais do Programa
de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Piaui e, se constitui de duas partes; a primeira, composta pelos itens Introducéo e
Referencial Tedrico, e a segunda, por dois capitulos, redigidos na forma de artigos cientificos,
de acordo com as normas do periddico Animal Production Science, ao qual serdo submetidos
para publicacéo - intitulados “Uso de indculo fecal na estimativa da fermentacdo ruminal in
vitro de alimentos fibrosos” e “Fontes microbiana alternativas em ensaios in vitro de

avaliacdo de alimentos para ruminantes”.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ensaio in vivo na avaliacéo de alimentos

As técnicas in vivo de avaliacdo de alimentos para animais ruminantes consistem na
mensuracdo do consumo e da producdo total de matéria fecal diretamente em gaiolas de
metabolismo, ou através de marcadores internos ou externos (LANA, 2007). Esses
marcadores podem estar presentes naturalmente na dieta ou podem ser adicionados,
apresentando como principal caracteristica a capacidade de ndo ser degradado, digerido ou
absorvido. Logo, a quantidade de marcador excretada, diariamente, deve ser a mesma
consumida, sendo possivel determinar a concentracdo desses marcadores nas fezes, e estimar

a producdo de matéria fecal.

A determinacdo da digestibilidade tem sido o principal objetivo da experimentacéo in
vivo, uma vez que indica a absorcdo dos nutrientes disponiveis no trato gastrintestinal dos
animais. O estagio de maturidade, as diferencas entre as espécies, e a proporcao de colmo e
folha dos capins (HUGHES et al., 2012) podem representar a variabilidade na composi¢édo
dos alimentos, e influenciar a disponibilidade de nutrientes para o animal. O conhecimento
das caracteristicas da forragem disponivel € importante para auxiliar no manejo da producao
de forragem e na producédo animal (ZANINETTI et al., 2010).

Os ensaios in vivo que envolvem a producdo animal e digestibilidade, de acordo com
Berchielli, Pires e Oliveira (2006), sdo os métodos mais adequados para determinar o valor
nutricional dos alimentos utilizados na nutricdo dos ruminantes. Segundo Euclides et al.
(2009), o consumo restrito de nutrientes € o principal fator que limita a producdo animal,
sendo este controlado pelo valor nutritivo da forragem apenas se a quantidade de forragem
disponivel ndo for limitante. Porém, outros fatores como a aceitacdo dos animais, também
deverad ser levada em consideracdo, assim como o local onde os animais sdo mantidos,

confinados ou a pasto.

A principal vantagem da avaliacéo in vivo é a condicao real do ambiente ruminal, onde
é possivel obter dados mais precisos sobre o valor nutritivo de um determinado alimento ou
dieta. Essa € a técnica que apresenta maior confiabilidade dos resultados, porém os ensaios
com animais sdo caros, laboriosos, relativamente longos, e a logistica operacional para
avaliacdo de um grande namero de animais, além da necessidade de elevada quantidade de

matéria-prima para sua execucao, controle rigoroso de consumo, maior disponibilidade de
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mé&o de obra, dentre outros (ZICARELLI et al., 2011). Adicionalmente, a variagéo entre os

animais se caracteriza como fator limitante na precisdo desta técnica.

2.2 Técnica in situ na avaliagdo de alimentos

O procedimento para estimar os parametros de degradacdo ruminal in situ, técnica
proposta por Mehrez e @rskov (1977) apresenta como vantagens a facilidade e rapida
execucdo, necessita uma pequena gquantidade de amostra, e permite o contato intimo entre o
alimento e o ambiente ruminal. A técnica de sacos de nailon no ramen é Util para se
determinar a degradabilidade de diferentes fracdes do alimento, tais como matéria seca e
proteina bruta (ALVES et al., 2007). Segundo Zaninetti et al. (2010), essa técnica é
considerada um procedimento ideal, pois ocorre no proprio rumen, respeitando-se um regime
alimentar especifico, mesmo o alimento ndo sofrendo efeitos da mastigacéo, ruminacéo e do

escape ruminal.

O método in situ é amplamente utilizado em pesquisas para determinacdo de
estimativas da degradabilidade dos alimentos no ridmen, sendo adotado em varios paises. O
procedimento basico consiste em introduzir sacolas de nailon no rumen através de fistula
ruminal, contendo o substrato a ser analisado, esse substrato pode ser um alimento volumoso,
concentrado ou combinacgéo de dietas. A remocdo das sacolas é realizada ao longo do tempo
de incubacdo. O modelo exponencial Y=a+b(1*), proposto por @rskov e McDonald (1979)
descreve a cinética de degradacdo da matéria seca, ou qualquer outro componente do nutriente
incubado, com base na quantidade de amostra que desaparece dos sacos em determinado

periodo.

Os modelos matematicos podem ser considerados uma ferramenta para auxiliar no
trabalho dos nutricionistas de ruminantes. Eles podem ser utilizados para estimar as
exigéncias dos animais e o valor nutritivo dos alimentos. Essa ferramenta tem um papel
importante no fornecimento de informagdes que podem ser utilizadas no processo de tomada
de decisdo objetivando aperfeicoar a eficiéncia técnica e econémica nos sistemas de producédo
animal (REZENDE et al., 2011). Alguns modelos matematicos baseados na composicdo
quimica (McDOWELL et al., 1974; WEISS, CONRAD e PIERRE, 1992) séo utilizados para
estimar o valor nutritivo dos alimentos.

Geralmente 0s ensaios in situ estdo associados aos modelos matematicos, e foi depois

da introducdo destas ferramentas, capazes de transformar os dados da taxa de
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desaparecimento ruminal em valores denominados degradabilidade efetiva (GRSKOV e
McDONALD, 1979), que esse método passou a ter maior aceitacdo e tornou-se mais
difundido.

2.3 Técnicas in vitro na avaliacdo de alimentos

Dentre as metodologias mais adotadas para determinar o valor nutritivo de alimentos
para ruminantes, 0 método de dois estagios de Tilley e Terry (1963) é adotado com mais
frequéncia (THEODOROU et al., 1994). Esse procedimento, se baseia na fermentagéo in vitro
das forragens por 48 horas em liquido ruminal, seguido da digestdo por mais 48 horas, em
acido fraco com adi¢do de pepsina (TILLEY e TERRY, 1963).

A técnica de producdo de gases (THEODOROU et al., 1994) é eficiente para se
conhecer o valor nutritivo de alimentos, e tem sido amplamente utilizada nos laboratérios de
nutricdo de ruminantes, por ser simples e de baixo custo (MIZUBUTI et al., 2014). Segundo Moreira
et al. (2009) essa técnica consiste basicamente em medir a producdo total de gases liberada
pela fermentacdo de uma amostra incubada em liquido ruminal tamponado ou a quantidade de
AGCC produzidos dessa fermentacdo. O sistema in vitro de producdo de gases fornece
informacGes detalhadas sobre a cinética de fermentacdo ruminal de alimentos para ruminantes
(THEODOROQU et al, 1994). Esse sistema se fundamenta na manipulacdo dos
microrganismos ruminais simulando seu ambiente natural, favorecendo seu crescimento e
também a producdo de seus metabdlitos. De acordo com Abdalla et al. (2008) essa técnica é
bastante adotada com a finalidade de avaliar o efeito de alimentos que possuem metabdlitos
secundarios bioativos na fermentacdo ruminal e na degradabilidade da matéria organica, bem

como, em estudos de emissdo de metano.

As técnicas in vitro apresentam certas vantagens em relacdo aos procedimentos in vivo,
tais como facilidade de realizacdo, rapidez, permite um nimero maior de analises em curto
intervalo de tempo, maior nimero de repeticdes e, maior precisdo nos resultados. Varios
autores relataram que a principal limitacdo dos procedimentos in vitro € a dependéncia do
conteddo ruminal como fonte microbiana para fermentacdo dos alimentos (HUGHES et al.,
2012, POSADA et al., 2012, CAVALCANTE et al., 2015).

Uma das principais fontes de variacdo nas técnicas in vitro de avaliacdo de alimentos
esta relacionada ao indculo. A espécie do animal doador também influencia a qualidade do

mesmo (BUENO et al., 2005). O in6culo deve ter representatividade do ambiente ruminal
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quando se trata da espécie microbiana e sua concentragdo (MOULD et al., 2005). Segundo
Rymer et al. (2005), a variabilidade na populacdo microbiana presente no indculo ocorre
devido a composicdo da dieta recebida pelos animais doadores, ao consumo, ao horario de
coleta e ao método de obtencédo do indculo.

Os problemas associados a colheita e amostragem dos microrganismos ruminais
podem conduzir a erros de estimativa do nimero de microrganismos e a importancia relativa
de suas atividades metabdlicas (MOULD et al., 2005). A colheita de liquido ruminal com a
finalidade de realizar ensaios de degradabilidade pode ser feita via sonda esofagiana, fistula

ruminal ou diretamente do rimen do animal, quando este é abatido.

O método de colheita do liquido ruminal é de grande importancia quando se objetiva
avaliar os pardmetros de fermentacdo ruminal (OLIVEIRA et al., 1999). O uso de fistula
ruminal facilita a coleta e a homogeneizacdo do conteudo ruminal, mas exige intervencao
cirdrgica para implantacdo da canula, o que acaba onerando 0s custos da experimentacdo, e
limita o numero de repeticGes (SALLES et al., 2003).

Salles et al. (2003) relataram diferengas entre os métodos de colheita, onde o liquido
ruminal amostrado por fistula antes e depois da refeicdo, apresentou maior concentracdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e menor pH que o colhido por sonda esofagiana. Neste
mesmo estudo, o liquido ruminal colhido depois da refeicdo, apresentou maior concentracéo
de nitrogénio amoniacal. O método de colheita de liquido ruminal por fistula reflete valores
reais de parametros de fermentacdo, enquanto a colheita por sonda esofagiana seria indicada

em trabalhos sobre o comportamento fermentativo de alimentos (LAVEZZO et al., 1988).

O efeito sobre a origem do liquido ruminal, via fistula no rGmen e via sonda esofégica,
foi avaliada por Alcalde et al. (2001) nos ensaios de digestibilidade in vitro para o farelo de
soja (98,78 e 99,15%) e feno de capim-Coast-cross (61,01 e 62,92%) respectivamente. Estes
autores também avaliaram as fezes de bovinos em duas diluicbes nos ensaios de
digestibilidade, e concluiram que os inoculos fecais ndo foram eficientes para os farelos de
soja e canola e feno do capim-Coast-cross e feno do capim-Tifton 85, justificando que o meio
microbiano oriundo das fezes gera fermentacdo, mas ndo com a mesma qualidade do liquido
ruminal, e que as coldnias de bactérias sdo diferentes daquelas encontradas no rdmen.
Segundo Mould et al. (2005), a composicao da dieta e a disponibilidade de nutrientes sdo os
principais fatores que influenciam o crescimento microbiano no rimen, o que tera um impacto

importante sobre a atividade microbiana do inéculo.
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Hughes et al. (2012), observaram que o inoculo fecal, quando preparado com 450g
fezes bovinas por litro de solucdo tampdo, pode substituir o liquido ruminal e predizer a
digestibilidade da matéria orgénica em forragens tropicais, para o periodo de 48 horas de
fermentacdo. Rodriguez et al. (2012), concluiram que as fezes de ovinos podem ser utilizadas
na avaliacdo in vitro de forragens para ruminantes. De acordo com Rodriguez et al. (2013), ha

correlacdo positiva da producdo de gases in vitro com a utilizacéo das fezes de ovinos.

Quando o in6culo ruminal apresenta alta atividade, a degradacdo da maioria das
forragens podera ser no periodo de 48 h, produzindo resultados semelhantes & digestibilidade
aparente in vivo (OMED, LOVETT e AXFORD, 2000), no entanto, para as forragens
tropicais, esse tempo de 48 horas, pode ndo ser suficiente. Segundo Laudadio et al. (2009) as
variacdes sdo atribuidas a diversos fatores, tais como: processamento das amostras, diferenca
na composicdo quimica dos alimentos, preparo da solucdo tampdo, manuseio dos

equipamentos, e porosidade dos sacos filtro.

2.4 Diversidade e populacado microbiana ruminal

O ramen é um ambiente de alta complexidade, sendo considerado um ecossistema
microbiano anaerdébico e, sob condigdes normais, possui temperatura média 39°C e pH
proximo a neutralidade. O ambiente ruminal é colonizado por popula¢bes microbianas
complexas, incluindo bactérias, protozoarios, fungos e arqueas (MARTINEZ et al., 2010). Os
virus também podem ser encontrados no ambiente ruminal (FERNANDO et al., 2010; ROSS
et al., 2013). Os virus bacteriofagos representam esse grupo de microrganismos, e Sao
denominados de virome (ROSS et al, 2013). Esse mesmo autor discute sobre as
caracteristicas funcionais dos viromes que sd@o mais semelhantes entre si, mesmo quando
tomadas amostragem em ambientes distintos, tais como ambientes aquaticos e ambiente

ruminal.

Apesar da colonizacdo de microrganismos variada no ambiente ruminal, a Unica
relacdo existente entre o ruminante e a populacdo microbiana, é a simbiose. A populacdo
microbiana ruminal converte os alimentos em biomassa microbiana, e 0s produtos da
fermentacdo podem ser utilizados pelos animais. Dentre os microrganismos do ramen, as
bactérias representam o grupo de maior destaque nas pesquisas, devido seu maior impacto
sobre o desempenho animal (FERNANDO et al., 2010). No ramen, as macromoléculas do

complexo lignocelulose da parede celular s@o hidrolisadas sob condigdes anaerdbicas a
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oligbmeros e mondmeros, e entdo fermentadas na forma de acidos graxos de cadeia curta,
AGCC (KONG, TEATHER e FORSTER, 2010). A diferenca de velocidade de passagem dos
mais variados tipos de alimentos pelo rumen, favorece a acdo dos microrganismos sobre 0s
alimentos. As particulas dos alimentos que se encontram na fase liquida (tamanho reduzido),
sdo rapidamente fermentadas no saco ventral, enquanto que as grandes particulas de material
fibroso localizadas no saco dorsal, 0s microrganismos tém um tempo de geracdo maior e a
atividade néo tdo intensa (FAVARO et al., 2014).

O sinergismo e antagonismo entre os diferentes grupos de microrganismos e, mesmo
entre diferentes géneros do mesmo grupo, é tdo diverso e complicado que € dificil de
quantificar o papel desempenhado por qualquer grupo em particular de microrganismos
presentes no rdmen (KAMRA, 2005). De acordo com KIM et al. (2014), o trato
gastrointestinal fornece um ambiente favoravel para populacdes diversas e dindmicas de
espécies bacterianas que podem influenciar o crescimento, a salde e bem-estar do hospedeiro.

A diversidade do tipo, atividade e tamanho da populacdo microbiana presente no
inoculo sdo as principais razdes encontradas para diferenciar as fezes como fonte microbiana
do conteddo ruminal. A populacdo bacteriana do rimen é mais diversa e menos especializada
do que as bactérias das fezes e do ceco, sendo estas principalmente do tipo celuloliticas, tais
como: Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus, Ruminococus flavefaciens e
Bacteroides fibrisolvens (HUGHES et al., 2012).

2.5 Inoculo fecal

Ensaios in vitro envolvendo a utilizacdo do indculo fecal como substituto ao indculo
ruminal, vem sendo estudada desde 1990. O procedimento cirdrgico para implantacdo da
canula ruminal em animais utilizados em pesquisa, vem sendo limitado e cada vez mais, 0s
grupos éticos visando o bem estar animal, estdo pressionando e intervindo sobre a néo
utilizacdo destes animais em pesquisa. A producdo de gases in vitro com base na matéria fecal
ndo tem nenhuma limitacdo, quando se trata da disponibilidade das fezes, sendo que estas,
podem ser consideradas uma fonte de microrganismos alternativa ao contetdo ruminal.
Laudadio et al. (2009) avaliaram o uso de fezes de ovinos como fonte de in6culo microbiano
alternativo ao indculo ruminal e ndo encontraram diferencas nos parametros avaliados quando
compararam o indculo fecal ao ruminal.

As fezes podem ser coletadas de animais sem fistula e manipuladas em laboratério para

ser a fonte microbiana alternativa em ensaios in vitro de avaliacdo de alimentos. O que se
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observa na literatura, entretanto, € que ha variagfes nos resultados obtidos, o que pode estar
associado a diversos fatores, como a espécie animal, a concentracdo de fezes e ao protocolo
de preparo do inoculo fecal. Em relagdo a concentracdo de fezes, Tufarelli et al. (2010)
usaram 40 g fezes/360 mL de &gua destilada. Enquanto Zicarelli et al. (2011), trabalharam
com 50 g de fezes/200 mL solucdo tampéo; Fon e Nsahlai (2012) trabalharam com 150 g de
fezes/150 mL de solugdo tampdo. Algumas pesquisas foram realizadas com o objetivo de
estimar a melhor concentragdo de fezes no inoculo fecal, como o estudo conduzido por
Hughes et al. (2012), que testaram cinco concentracdes de fezes bovinas no preparo do
indculo fecal - 250, 300, 350, 400 e 450 g fezes/ 1000 mL de solugdo McDougal. As
pesquisas ndo estdo restritas aos animais confinados, e estes podem ser estudados em suas
condicdes de ambiente e comportamento natural (PASHAEI, RAZMAZAR e MIRSHEKAR,
2010).

As fezes de iaque (Bos grunniens) como fonte de indculo microbiano alternativo foram
utilizadas por Tufarelli et al. (2010). Estes autores avaliaram varias especies de plantas
forrageiras, dentre gramineas e leguminosas, e observaram que o extrato fecal tem grande
potencial na estimativa da digestibilidade in vitro adotando a incubadora Daisy II. A
similaridade entre os resultados das diferentes repeticbes, podem ser utilizadas como
referéncia na precisdo dos resultados, tornando comparavel os valores de digestibilidade
encontrados com o in6culo fecal comparado ao método tradicional (indculo ruminal) para

muitos tipos de forragens (Tufarelli et al., 2010).
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Uso de in6culo fecal para estimativa da fermentacdo ruminal in vitro de alimentos
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Resumo

As técnicas in vitro de avaliacdo de alimentos para ruminantes permitem determinar a
fermentagcdo e a degradacdo ruminal de uma ampla variedade de alimentos, no entanto,
apresenta como limitacdo a utilizacdo de contetdo ruminal como fonte de microrganismo.
Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito das concentraces de fezes de ovinos no
indculo fecal comparado ao indculo ruminal, sobre a estimativa da degradabilidade e os
parametros de fermentacdo ruminal pela técnica in vitro de producdo de gases. Foram
incubados os substratos capim-Aruana, feno de capim-Tifton 85 e residuo da cana-de-agucar.
Como doadores de indculo ruminal e fecal foram utilizados quatro ovinos machos da racga
Santa Inés, adultos, castrados, com peso vivo médio 70 kg, providos de canula ruminal,
mantidos em pastagem e suplementado com concentrado ao final do dia. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia, adotando o procedimento para modelos lineares
generalizados (PROC GLM) do programa estatistico SAS. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x3 (trés inoculos e trés substratos). O comportamento do
indculo ruminal mostrou-se superior (P<0,05) aos indculos fecais para producéo de gases com
base na matéria seca, na matéria organica e na fibra em detergente neutro; e degradacéo
verdadeira da matéria organica e da fibra em detergente neutro. Independente da concentragédo
de fezes, 23 e 38 g/100 mL (fezes/solucdo tampéo), utilizada no inoculo fecal, os valores de
producdo de gases (com base na MS, MO e FDN) foram superiores (P<0,05) quando os
substratos foram incubados em indculo ruminal, com excecdo ao fator de particdo. Todos 0s
parametros associados a producdo de metano apresentaram melhores (P<0,05) resultados
quando os substratos foram incubados em indculo ruminal. O indculo fecal nas concentracdes
avaliadas ndo foram eficazes para estimativa dos parametros de fermentacéo e de degradacao
ruminal do capim-Aruana, do residuo da cana-de-acucar e do feno de capim-Tifton-85, ndo
podendo, dessa forma, substituir o indculo ruminal.

Palavras-chave: avaliacdo de alimentos, concentracdo de fezes, fonte microbiana alternativa.
Introducéo

Com a adocdo da técnica in vitro de producdo de gases se busca simular 0s processos naturais
de degradacdo e digestdo de alimentos. O ensaio de producdo de gases € um dos
procedimentos in vitro que permite estimar os parametros de degradacdo e a cinética de
fermentacdo ruminal de alimentos consumidos por ruminantes, porém é dependente de
contetdo do ramen, geralmente animais fistulados, resultando em limitacdo. A utilizacdo de
animais para implantacdo de canula, vem sendo cada vez mais restringida, assim como as
licencas necessarias para permitir tal procedimento cirurgico. Cone, Van Gelder e Bachmann
(2002) relataram que ha paises em que a legislacdo concede o aval para utilizacdo de animais
fistulados apenas para as universidades e instituices de pesquisa, e em numero bastante
reduzido.

A producdo de gases in vitro com base na matéria fecal ndo tem nenhuma limitacdo, quando
se trata da disponibilidade das fezes, sendo que estas, podem ser consideradas uma fonte de
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microrganismos alternativa ao conteldo ruminal. Laudadio et al. (2009) avaliaram o uso de
fezes de ovinos como fonte de indculo microbiano alternativo ao indculo ruminal e ndo
encontraram diferencas nos parametros avaliados quando compararam o indculo fecal ao
ruminal. Entretanto, ha variagdo nos resultados obtidos, o que pode estar associado a diversos
fatores, como a espécie animal, a concentracdo de fezes e protocolo de preparo do indculo
fecal. Em relagdo a concentracdo de fezes, Tufarelli et al. (2010) utilizaram de 40 g fezes/360
mL de &gua destilada; Zicarelli et al. (2011) utilizaram 50 g de fezes/200 mL solucdo tampéo;
e Fon e Nsahlai (2012) 150 g de fezes/150 mL de solugdo tamp&o. Com o objetivo de estimar
a melhor concentracdo de fezes no indculo fecal, Hughes et al. (2012) testaram concentracfes
de fezes bovinas no preparo do indculo fecal de 250 a 450 g fezes/ 1000 mL de solucédo
McDougal. As avaliagdes ndo estao restritas a animais confinados, o que possibilita avaliacéo
em suas condi¢bes de ambiente e comportamento natural (Pashaei, Razmazar e Mirshekar,
2010).

E necessario o desenvolvimento de protocolos que ndo dependam do uso de animais
fistulados ou até mesmo de indculo ruminal para estimar a digestibilidade, a cinética de
fermentacgdo e a degradacdo ruminal dos nutrientes dos alimentos. Nesse contexto, avaliou-se
o efeito das concentragdes de fezes de ovinos no indculo fecal comparado ao indculo ruminal,
sobre a estimativa da degradabilidade e os parametros de fermentagdo ruminal pela técnica in
vitro de producéo de gases.

Material e Métodos

Local e animais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Animal (LANA) do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP), localizado no
municipio de Piracicaba-SP. As metodologias adotadas nessa pesquisa, incluindo coleta de
liquido ruminal e de fezes, foram aprovadas pela Comissdo Interna de Meio Ambiente e Etica
em Experimentacdo Animal do CENA/USP (Protocolo N. 2013-19).

Como doadores de inéculo ruminal e fecal foram utilizados quatro ovinos adultos da raca
Santa Inés, machos, com peso vivo 70+5kg, providos de canula ruminal e foram mantidos a
pasto de capim-Aruana, recebendo uma suplementacdo com milho e farelo de soja (70:30) ao
final do dia (200g/d/a).

Substratos e analises quimicas

Os substratos avaliados foram o capim-Aruana (Panicum maximum cv. Aruana), o feno de
capim-Tifton 85 (Cynodon dactylon (L.)) e o residuo de cana-de-acucar (Saccharum
officinarum). O capim-Aruana foi coletado em uma area de 1m?, com altura de 15 cm do solo
e idade de pds-rebrota 21 dias. O feno de capim-Tifton 85 foi adquirido no comércio local e o
residuo da cana-de-acUcar foi fornecido por uma empresa de processamento de caldo de cana-
de-acucar.

Para a determinacdo da composicdo quimica, foram coletadas amostras dos substratos e,
posteriormente, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey, dotado de peneira com
malha com furos com @ 2 mm. Em seguida, foram acondicionadas em sacos plasticos.

Os substratos foram caracterizados quanto ao teor de matéria seca (MS - ID 930.15), matéria
organica (MO - ID 942.05) e proteina bruta (PB=6,25xN; - ID 988.05) pelos métodos
descritos na AOAC (1995). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram
determinados segundo Van Soest, Robertson e Lewis (1991), utilizando alfa-amilase termo
estavel e sulfito de sddio. Os teores de fibra em detergente acido (FDA) foram determinados
de acordo com Goering e Van Soest (1970). A lignina em detergente acido (LDA) foi
estimada de acordo com Van Soest (1973), pelo método do H2SO4 a 72%. Estas mensuracdes
das fragdes fibrosas foram estimadas sequencialmente, com auxilio do analisador de fibra da
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ANKOM 220 (ANKOM Technology Corporation, Macedon, NY, EUA), utilizando a mesma
amostra em sacos filtro. As caracteristicas bromatolégica dos substratos estd apresentada na
Tabela 1.

Preparo do meio nutritivo

O meio nutritivo foi composto por solugdes de micro e macrominerais, tampéo, redutora e
indicadora, de acordo com Theodorou et al. (1994), sendo continuamente saturado com CO: e
mantido a 39°C até a sua utilizacao.

Obtencédo e preparo do inéculo ruminal

O contetdo ruminal foi coletado antes da primeira refeicdo dos animais, via fistula ruminal. A
fracdo liquida foi obtida utilizando-se sonda acoplada a uma seringa e em seguida foi
armazenada em garrafas térmicas previamente aquecidas a 39°C e saturadas com COz. A
fracdo solida foi coletada com o auxilio de uma pinca, logo apds a coleta da fracéo liquida e
depois, foi acondicionada em sacos plasticos. Todo o contetdo coletado foi mantido em caixa
térmica. Para o preparo do indculo ruminal, as fracBes solida e liquida foram
homogeneizadas, em proporgdes iguais (50:50), durante 10 s, e filtradas em quatro camadas
de tecido de algod&o (Bueno et al., 2005). O inoculo foi mantido a 39°C e saturado com CO>
para manutencdo da anaerobiose até a sua utilizacdo (Mauricio et al., 1999).

Obtencao e preparo dos indculos fecais

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais. Em seguida, foram
acondicionadas em sacos plasticos previamente saturados com CO2, e mantidas em caixa
térmica. Foram preparados dois inoculos fecais, com as proporcbes de fezes 23 e 38 ¢
fezes/100 mL de solucédo tamp&o. No preparo dos inoculos fecais, as fezes foram inicialmente
pesadas e, depois, homogeneizadas, utilizando-se metade do volume da solucdo tamp&o. Em
seguida, o material foi filtrado e reservado, dando origem a primeira filtragem. A fracéo
solida retida no tecido de algoddo apos a primeira filtragem, foi novamente homogeneizada
com a restante solucdo tampdo e filtrada. O conteddo obtido foi misturado ao da primeira
filtragem (Cavalcante et al., 2015). O in6culo fecal foi mantido sob as mesmas condic6es de
temperatura e anaerobiose do in6culo ruminal (Mauricio et al., 1999).

Producao de gases

A degradacédo e os produtos da fermentacdo ruminal foram estimados pelo ensaio de producgéo
de gases descrito por Theodorou et al. (1994), que foi adaptado a técnica in vitro semi-
automatica de producdo de gases, segundo Bueno et al. (2005), utilizando um transdutor de
pressdo e armazenador de dados (Pressure Press Data 800, LANA, CENA-USP, Piracicaba,
Brasil).

Em garrafas de vidro com capacidade para 160 mL foram inseridos saquinhos pré-pesados
(Ankom # F57; sacos 50 x 40 mm, porosidade 25+10 pm; ANKOM, Technology
Corporation, Fairport, EUA) contendo 500 mg dos substratos. Nas garrafas correspondentes
aos tratamentos com inoculo fecal foram adicionados 75 mL do indculo fecal e nas garrafas
correspondentes aos tratamentos com indculo ruminal foram adicionados 25 mL de indculo
ruminal e 50 mL de solucdo tampdo. Em seguida, as garrafas foram vedadas com rolhas de
borracha (Bello Glass Inc. Vineland, NJ, EUA), homogeneizadas manualmente e mantidas em
estufa (Marconi MA35) a 39°C por 24 horas. Cada garrafa, apos adicdo dos inoculos,
apresentou um head space igual a 85 mL, para o acUmulo de gases resultantes da
fermentacdo. A pressdo dos gases no head space foi medida as 4, 8, 12 e 24 horas ap0s
incubacéo.

Apos as leituras de pressdo, o volume de gases foi obtido a partir da equacdo proposta por
Araujo et al. (2011): V = 7,365 x p, sendo,

“V”, volume de gases produzido (mL) e “p”, pressdao medida (psi).
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Apobs 24 horas da incubacédo, as garrafas foram colocadas em bandejas com &gua e gelo para
cessar a atividade microbiana. Os saquinhos foram retirados, lavados em &gua corrente,
tratados com solugdo detergente neutro por uma hora e, depois, foram novamente lavados
com agua destilada quente e acetona (Soltan et al., 2013). Posteriormente, foram colocados
em capela para evaporacao da acetona. Em seguida, foram mantidos em estufa a 105°C por 16
h e, depois, pesados e incinerados em mufla a 550°C por quatro horas. A matéria organica
verdadeiramente degradavel (MOVD) foi determinada pela diferenca entre a matéria organica
incubada e o residuo ndo degradado da matéria organica. O fator de particdo (FP) foi
calculado pela relagdo entre a MOVD e o volume de gases (mL em 24 horas) (Blimmel et al.,
1997).

Producao de metano

Para a analise da producdo de metano (CH.), foram coletados 2,5mL de gases de cada garrafa
as 4, 8, 12 e 24 horas ap0s o inicio da incubagdo. O metano foi determinado por cromatografia
(Soltan et al., 2013), utilizando-se um cromatédgrafo de gases (Shimadzu GC2014, Tokyo,
Japan), equipado com coluna microempacotada Shincarbon ST 100/120 (1,5875 milimetros
OD, 1,0 mm ID, 1 m de comprimento; Ref 19.809; Restek, Bellefonte, PA, EUA). O metano
produzido durante a incubacdo foi calculado de acordo com Longo et al. (2006): CHs mL =
(gases total, mL + head space, 85 mL) x CH1%

Estatistica

Os dados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA), adotando o procedimento para
modelos lineares generalizados (PROC GLM) do programa estatistico SAS (2002). O
delineamento adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), em arranjo fatorial 3x3 (trés
indculos e trés substratos), sendo as fontes de variacdo os substratos e o tipo de inoculo.
Também foi avaliada a interagcdo entre o inoculo e o substrato. As diferencas significativas
entre as medias foram testadas pelo teste SNK, ao nivel de 5% de probabilidade (SAS, 2002).
Resultados

Na Tabela 2 podem ser observados os parametros PGMS (producéo de gases total na matéria
seca), PGMO (producdo de gases com base na matéria organica verdadeiramente degradada),
DVMO (degradabilidade verdadeira da matéria organica) e DFDN (degradabilidade da fibra
em detergente neutro). A PGMS, PGMO e DVMO foram maiores (P<0,05) para 0s substratos
incubados em indculo ruminal (IR) quando comparado aos indculos fecais (IF23 e 1F38).
Maiores producdes de gases foram observadas no residuo de cana-de-aclUcar (P<0,05)
comparada aos demais substratos incubados em inéculo ruminal. O mesmo efeito foi
observado com os inoculos fecais com maior producdo de gases observada para o residuo de
cana-de-acucar quando comparado aos demais substratos (Tabela 2). Os indculos fecais, 1F23
e IF38, ndo diferiram entre si para PGMS, PGMO e DVMO (Tabela 2). Em geral, a média de
producdo de gases dos substratos incubados nos indculos fecais foram metade dos valores
qguando comparado a incubacdo em indculo ruminal, indculo referéncia. A DFDN apresentou
valores superiores (P<0,05), para 0s substratos incubados em inéculo ruminal, em relacdo aos
indculos fecais. A maior DFDN foi obtida para o capim-Aruana incubado em inoculo
ruminal. Os indculos fecais ndo diferiram (P>0,05) quanto a DFDN. Os valores de FP (fator
de particdo) dos indculos ndo diferiram (P>0,05) quando o substrato incubado foi o feno de
capim-Tifton-85. De modo geral, a fonte microbiana dos indculos produzidos a partir da
matéria fecal, tendem a apresentar valores superiores de FP, quando comparados ao indculo
ruminal.

Na Tabela 3 podem ser observados os dados de producdo de metano na matéria seca
(CH4MS), produgdo de metano com base na matéria organica verdadeiramente degradada
(CH4MO) e concentracdo de metano (% CHa). A producéo e concentragdo de metano foram
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maiores (P<0,05) para os substratos incubados em in6culo ruminal (IR) quando comparados
aos inoculos fecais. O residuo da cana-de-aglcar sempre foi superior (P<0,05) ao comparar
aos demais substratos incubados em indculo ruminal. Ao confrontar os substratos capim-
Aruana e feno de capim-Tifton-85 incubados nos indculos fecais, IF23 e IF38, ndo foram
observadas diferencas (P>0,05) para producdo de metano. A concentragdo de metano para
todos os substratos incubados nos indculos fecais ndo diferem (P>0,05), com resultados
préximos a metade da concentracdo de metano observados no inculo ruminal.

Discusséo

A densidade microbiana no in6culo ruminal € maior que a encontrada no in6culo fecal, o que
pode justificar a melhor atividade de fermentacdo dos microrganismos do contedo ruminal.
Além disso, ha diferenca na natureza dos microrganismos presentes no contetdo ruminal e
nas fezes, bem como no estado de sobrevivéncia das bactérias fecais, que apresentam baixa
atividade metabdlica (Zicarelli et al., 2011).

Em geral, a producéo de gases e a degradabilidade foram superiores com o in6culo ruminal
em relacdo aos indculos fecais, independente do substrato utilizado. Resultados semelhantes
foram observados por Varadyova, Baran e Zenenak (2005), em que a menor producdo de
gases foi obtida com o indéculo fecal (158 mL/g MS) quando comparada ao inoculo ruminal
(165 mL/g MS). Zicarelli et al. (2011) para diferentes proporc¢oes volumoso:concentrado,
também observaram menor producdo de gases in vitro com inoculo fecal em relacdo ao
indculo ruminal. Posada et al. (2012) também observaram maior volume de gases com 0 uso
de in6culo ruminal que para inoculo fecal até 24 horas de incubacéo, entretanto, apos 30 horas
de incubacdo, maiores valores de producdo de gases foram observados quando se utilizou o
inoculo fecal.

Sallam et al. (2007), observaram valores superiores (39,46 mL/0,2 g MS) de producéo de
gases total do bagaco de cana-de-agucar incubado com indculo ruminal, que os resultados
desta pesquisa. O bagaco de cana-de-acUcar utilizado por Sallam et al. (2007) apresentaram
teores de 770 g/kg de FDN e 111 g/kg de LDA, superior ao obtido nesta pesquisa. Estes
mesmos autores relataram que a producéo de gases se correlaciona negativamente com o teor
de FDN, e que o elevado teor de lignina pode explicar uma parte da limitada degradacdo nos
ensaios in vitro. O residuo da cana-de-acucar utilizado nesta pesquisa ndo foi classificado
como bagaco, devido a sua composi¢cdo quimica, que mostrou-se com teores de FDN inferior.
A comparacdo deste substrato com os resultados de Sallam et al. (2007) resulta da maior
proximidade em termos de subproduto do processamento da cana-de-acucar, e da escassez de
informacGes relativas as fezes como fonte de in6culo microbiano para esse subproduto.
Pesquisa conduzida por Hughes et al. (2012), ao compararem o potencial das fezes frescas de
bovinos em concentracdes de 25 a 45 g de fezes/100 mL de solucdo tampdo com o indculo
ruminal, quanto a digestibilidade in vitro da matéria organica, observaram semelhanca do
indculo ruminal com o indéculo fecal produzido com 45 g fezes/100 mL de solucdo tampéo.
Esses mesmos autores relataram que o aumento da concentracdo de fezes de bovinos no
indculo fecal aumenta a atividade microbiana, devido ao aumento de microrganismos no
indculo. No entanto, ndo foi observado efeito da concentracdo de fezes no indculo fecal de
ovinos. As fezes de bovinos podem apresentar um meio mais propicio para 0 aumento da
atividade microbiana no inoculo fecal, diferentemente das fezes de ovinos. Segundo Mould et
al. (2005), o modo de preparo dos in6culos podem influenciar a atividade microbiana. Outra
possivel justificativa € quanto a mudanca da microbiota, em termos qualitativos e
quantitativos, em funcdo da qualidade da racao ingerida.

As concentracdes de 25 e 40 g fezes bovinas/100 mL tampdo, avaliadas por Hughes et al.
(2012), foram semelhantes ao presente estudo (23 e 38 g fezes ovinas/100 mL tampéo). Nao
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observaram diferencas entre essas concentragdes de fezes no inoculo fecal para a DIVMO do
grdo de sorgo, do capim-Estrela Africana e do capim-Braquiaria; o material fecal de ovinos
apresenta-se na forma menos hidratada em relagcéo ao de bovino, sugerindo que a umidade nas
fezes bovinas pode favorecer melhores condicbes fisicas para uma melhor atividade
microbiana.

N&o foram encontrados na literatura resultados de ensaios utilizando o indculo fecal para
avaliar a DFDN de alimentos para ruminantes. Soltan et al. (2012), obtiveram para o feno de
capim-Tifton-85 em indculo ruminal de ovinos, maior producdo de gases (135 mL/g MS),
degradabilidade verdadeira da matéria organica (386 mg/g) e degradabilidade da FDN (255
mg/g) em relacdo aos resultados para indculos ruminal e fecais avaliados. Estes resultados
podem estar associados a composi¢do quimica do feno de capim-Tifton-85, que no trabalho
citado, apresentou-se com teores de PB superiores (PB = 74 g/kg) e contetdo fibroso (FDN =
803 g/kg, FDA = 461 g/kg e LDA = 65 g/kg) em menor concentracdo, quando comparados a
composicdo quimica do feno de capim-Tifton-85 utilizado nesta pesquisa. Alguns fatores
como idade do feno, modo de coleta e preparo dos indculos e amostragem, também podem
influenciar os resultados (Mould et al., 2005).

A pequena diferenca na concentracdo de fezes (15 g de fezes) entre os indculos fecais pode
justificar as semelhangas observadas entre estes inoculos para os pardmetros avaliados.
Zicarelli et al. (2011), obtiveram maior degradabilidade da matéria organica com inoculo
fecal (77%)de ovinos com concentracdo 25¢g de fezes/100 mL tampéo, em relagdo ao indculo
ruminal (75%). Akhter et al. (1999), mostraram diferencas significativas usando uma baixa
concentracdo de fezes (8,3 g de fezes/100 mL tampdo) e uma elevada concentracdo de fezes
(33,3 g/100 mL tampéo) no inoculo fecal para a degradabilidade da matéria organica, com
melhores resultados para o indculo preparado com maior concentracao de fezes.

O fator de particdo reflete variacbes na producdo de biomassa microbiana. Posada et al.
(2012) relataram que o elevado fator de particdo do inoculo fecal (4,47 mg/mL) comparado ao
indculo ruminal (2,18 mg/mL), apds 24 horas de incubacdo pode estar associado a menor
competicdo, decorrente da baixa densidade de microrganismos presentes no inoculo fecal.
Fon e Nsahlai (2012) obtiveram maior fator de particdo do indculo fecal de bovinos cultivado
(5,9 mg/mL) aos demais inoculos avaliados, e que o sistema de cultivo dos inoculos
microbianos melhora a competéncia fibrolitica do inoculo cultivado, aumentando a
concentracdo da populacdo microbiana para degradar os nutrientes. O fator de particdo pode
ser considerado um parametro importante para representar a densidade microbiana dos
indculos. Assim, pode-se afirmar que os indculos fecais apresentaram menor densidade
microbiana comparada ao indculo ruminal. A maior densidade e diversidade microbiana
presente no in6culo ruminal leva a rapida deplecdo dos substratos disponiveis para o
crescimento microbiano (Posada et al., 2012).

Fon e Nsahlai (2012) obtiveram maior producdo de metano com o in6culo ruminal em relacéo
a obtida com indculos fecais fresco e cultivado. Ramin et al. (2015) obtiveram producdo de
metano com uso de indculo fecal 48,9%, da obtida com in6culo ruminal. A producdo de
metano decorre da acdo de microrganismos do grupo das arqueas, bactérias metanogénicas
que habitam ndo apenas o rumen, mas outras partes do trato digestério, como o intestino
grosso. Segundo Pandian et al. (2016), o c6lon e o ceco sdo as partes do intestino grosso
capazes de sustentar uma populacdo microbiana significativa, onde ocorre fermentacdo
microbiana e os produtos finais resultantes sdo acidos graxos de cadeia curta (AGCC), células
microbianas e gases. O principal tipo de bactéria presente no ceco e nas fezes é do tipo
celulolitico, enquanto que o rimen apresenta uma diversidade microbiana muito maior
(Hughes et al., 2012). Parte dos carboidratos da dieta que escapam da fermenta¢&o no rimen e
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digestdo e absorcdo no intestino delgado chegam ao ceco e célon, onde sdo fermentados por
populacdes bacterianas presentes nesses compartimentos, justificando assim, a pequena
producédo, mas evidente, de metano quando os substratos séo incubados em fonte microbiana
oriunda das fezes. Ha necessidade em aumentar a concentragdo de microrganismos no inéculo
produzido a partir da matéria fecal, visando aumento de sua atividade microbiana.

Concluimos que o indculo fecal com as concentraces de 23 e 38 g de fezes/100 mL de
solugdo tampdo ndo foram eficazes para estimativa dos parametros de fermentacdo e de
degradacdo ruminal do capim-Aruana, do residuo da cana-de-acucar e do feno de capim-
Tifton-85, ndo podendo, dessa forma, substituir o indculo ruminal.
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Tabela 1. Caracteristicas bromatoldgica dos substratos

MS (matéria seca), MO (matéria organica), MM (matéria mineral), PB (proteina bruta), FDN
(fibra em detergente neutro), FDA (fibra em detergente acido), LDA (lignina em detergente
acido), HEM (hemicelulose), CEL (celulose).

Substratos MS (g/kg)  Componentes quimicos (g/kg de MS)

MO MM PB FDN FDA LDA HEM CEL
Capim-Aruana 293,7 890,4 109,6 112,4 676,2 364,3 65,9 3119 2984
Egjégfo da  cana-de- g4 4 9927 7.3 227 5890 4029 765 1861 3264
Feno de capim-Tifton 85 927,7 952,0 48,0 56,5 808,3 432,7 94,7 3756 3380
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Tabela 2. Producédo de gases, degradabilidade e fator de particdo do capim-Aruana,
residuo da cana-de-acucar e feno de capim-Tifton 85 incubados em indculos ruminal e
fecal

Médias seguidas de letras iguais minusculas (colunas) e maiusculas (linhas) ndo diferem entre
si pelo teste SNK (P>0,05);

PGMS (producdo de gases com base na matéria seca), PGMO (producdo de gases com base
na matéria organica verdadeiramente degradada), DVMO (degradabilidade verdadeira da
matéria organica), FP (fator de parti¢do), IR (indculo ruminal), IF 23 (indculo fecal com 23 g
fezes/100 mL tampao), IF 38 (indculo fecal com 38 g fezes/100 mL tamp&o), Aruana (capim-
Aruana), Cana (residuo da cana-de-aclcar), Feno (feno de capim-Tifton 85), TRT
(tratamentos), epm (erro padrdo da média), S (Substrato), I (Inéculo), S*I (Interacdo substrato
X indculo).

Item Inéculo Substratos Valor p
TRT Aruana Cana Feno Média epm | S S*|
PGMS (mL/g MS) IR 131,12Ba 17591Aa 92,51Ca 133,18a

IE23 52,32Bb 121,17Ab 42,73Bb  75,55b
IE38 56,83Bb 121,91Ab 47,90Bb 75,07b
média 92,85B  148,72A 68,91C

PGMO (mL/gMOVD) | 147,39Ba 177,20Aa 97,18Ca 140,59
IF23 5881Bb 122,06Ab 44,88Bb 75,25b
IF38 63,88Bb 122,80Ab 50,31Bb 79,00b
média 104,378 149,81A 72,39C

DVMO (g/kg) IR 51557Aa 490,85Aa 299,63Ba 435,352
IF23 327,66Bb 436,98Ab 158,99Ca 307,87b
IF38 308,52Bb 423,94Ab 183,05Ca 305,17b
média 416,838 460,65A 235,32C

FP(mg MOVD/mLgas) | 396Ab 2,81Bb  3,36ABa 3,37b
IF23 6,35Aa 3,64Ba 3,81Ba 4,60a
IF38 5,51Aa 3,49Ba 3,96Ba 4,32a
média 4,94A 3,188  3,62B

6,79 <0.0001 <0.0001 0.0298

6,88 <0.0001 <0.0001 0.0045

19,11 <0.0001 <0.0001 0.0292

0,18 <0.0001 0.0004 0.1182
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Tabela 3. Producdo e concentragdo de metano do capim-Aruana, residuo da cana-de-
acucar e feno de capim-Tifton 85 incubados em in6culos ruminal e fecal

Médias seguidas de letras iguais minusculas (colunas) e maitsculas (linhas) ndo diferem entre
si pelo teste SNK (P>0,05); CH4MS (producdo de metano com base na matéria seca), CHa
(concentracdo de metano em funcdo do volume total de gases), CH4sMO (producéo de metano
com base na matéria organica verdadeiramente degradada), IR (indculo ruminal), IF 23
(indculo fecal com 23 g fezes/100 mL tampdo), IF 38 (in6culo fecal com 38 g fezes/100 mL
tampdo), Aruana (capim-Aruana), Cana (residuo da cana-de-agucar), Feno (feno de capim-
Tifton 85), TRT (tratamentos), epm (erro padrdo da média), S (Substrato), I (In6culo), S*I

(Interacédo substrato x indculo).

Item In6culo Substratos Valor p
TRT Aruana Cana Feno média  epm | S S*I
CH4MS IR 11,70Ba 16,51Aa 5,54Ca  11,25a
mL/g MS
IF23 2,22Bb  534Ab 1,15Bb  2,90b
0,83  <0.0001 <0.0001 0.0003
IE38 1,98Bb 4,98Ab 1,75Bb  2,90b
média 6,90B  10,84A  3,49C
CE;M?AOVD IR 13,16Ba 16,64Aa 5,82Ca 11,87a
mL/ g
IF23 249Bb  538Ab 121Bb  302b g6 00001 <0.0001 0.0004
IF38 2,23Bb 502Ab 1,84Bb  3,03b
média 7,76B  10,92A  3,67C
CHa IR 8,86Aa 9,35Aa 6,05Ba 8,09
%
IF23 409Ab 440Ab 258Ab 369 (. (000> <0.0001 0.1603
IF38 3,34Ab 4,09Ab 3,47Ab  3,63b
média 6,29A  6,80A  4,53B
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Resumo

Os procedimentos in vivo sdo considerados como um método trabalhoso e exige um grande
nimero de animais, além dos elevados custos e a necessidade de grandes quantidades de
substratos, quando comparados aos procedimentos in vitro. A dependéncia do contetdo do
ramen de animais fistulados nos ensaios in vitro, é considerado como um ponto negativo.
Nesse sentido, objetivou-se com esta pesquisa avaliar a fonte microbiana do contetdo ruminal
e das fezes de ovinos abatidos em ensaios in vitro de avaliagdo de alimentos para animais
ruminantes. Foram incubadas quatro forragens tropicais, duas silagens com diferentes
subprodutos como aditivos e duas dietas com duas propor¢des de volumoso:concentrado. A
coleta do contetudo ruminal e as fezes foram feitas apos o abate de quatro ovelhas adultas da
raca Merina, que recebia uma dieta exclusiva de volumoso. Trés ensaios in vitro foram
conduzidos: 1 - cinetica de fermentacdo ruminal até o tempo de 144 horas; 2 - caracteristicas
de fermentacdo no tempo 24 horas; e 3 - degradabilidade in vitro no tempo 24 horas. O
delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x8 (dois inoculos e
oito substratos), com quatro repeticdes. As diferencas significativas entre as médias foram
testadas pelo teste SNK, ao nivel de 5% de probabilidade. Os indculos diferiram (P<0,05)
quanto ao potencial maximo de producdo de gases, tempo necessario para atingir metade da
assintota, degradacdo da matéria seca e matéria organica. O tempo de colonizacdo nédo diferiu
(P>0,05) entre os indculos ruminal e fecal avaliados. A degradabilidade da matéria seca e da
matéria organica foi maior (P<0,05) para todos os substratos incubados em indculo ruminal
que em inoculo fecal. A degradabilidade da FDN mostrou-se superior (P<0,05) quando
avaliada em inéculo fecal comparado ao in6culo ruminal. Concluimos que a fonte microbiana
da matéria fecal de ovinos abatidos pode ser utilizada para estimar os parametros de producéo
de gases até o tempo de 144 horas. O in6culo fecal de ovinos abatidos € eficiente na avaliacéo
das caracteristicas de degradacdo de nutrientes no tempo de incubacéo 24 horas.
Palavras-chave: inoculo alternativo, animais abatidos, matéria fecal

Introducéo

Os métodos in vivo de avaliacdo de alimentos estimam adequadamente a digestibilidade dos
alimentos e apresentam como vantagens o fato dos animais usados nas pesquisas ndo
sofrerem mudancas bruscas de ambiente nem de manejo. No entanto, os procedimentos in
vivo sdo considerados trabalhosos e requerem um grande nimero de animais (Zicarelli et al.,
2011), quando comparados aos procedimentos in vitro, além dos elevados custos e, a
necessidade de grande quantidade de substrato. Outra forma de predizer o valor nutricional de
forragens para ruminantes € o procedimento de degradacdo ruminal in situ, técnica proposta
por Mehrez e @rskov (1977), que é também conhecida como a técnica de sacos de néilon.
Esse procedimento permite determinar a degradabilidade de diferentes fracdes do alimento,
tais como matéria seca e proteina bruta (Alves et al., 2007), e envolve a utilizacdo de animais
fistulados.
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Os procedimentos in vitro podem ser adotados para estimar o valor nutritivo de alimentos
para ruminantes. Um ponto negativo associado aos ensaios in vitro é a dependéncia de
conteldo ruminal, geralmente proveniente de animais fistulados, visto que a coleta via
es6fago deve ser realizada com cautela, além da contaminacéo da amostra com saliva.
Pesquisa realizada por Mizubuti et al. (2014) com contetdo ruminal proveniente de bovinos
abatidos em frigorificos, possibilitou obter parametros de cinética de fermentacdo ruminal de
substratos pela técnica in vitro de producdo de gases.

Entretanto, muitas vezes os frigorificos ndo estdo localizados préximos aos centros de
pesquisa, 0 que torna necessaria a utilizacdo de outra fonte microbiana alternativa. As fezes
podem ser coletadas de animais sem fistula e manipuladas em laborat6rio para ser a fonte
microbiana alternativa em ensaios in vitro de avaliacdo de alimentos. Quando os alimentos
sdo incubados in vitro em fluido ruminal tamponado, os carboidratos sdo fermentados a
AGCC, gases e células microbianas (Zicarelli et al., 2010). Assim, acredita-se que fontes
microbianas alternativas ao contedo do rdmen, possam ser Viaveis para ensaios in vitro.
Dentro deste contexto, objetivou-se com esta pesquisa avaliar as fontes microbianas do
conteddo ruminal e das fezes de ovinos, provenientes de animais abatidos, em procedimentos
in vitro de avaliacdo de alimentos para ruminantes.

Material e Métodos

Local e Animais

O estudo foi conduzido na Universidad de Leon, localizado na cidade de Leon, Espanha.
Foram utilizadas quatro ovelhas adultas da raga Merina, com peso 70,78 kg (14,22 kg),
recebendo dieta exclusiva de volumoso (mistura de forragens locais). Os animais foram
mantidos com essa dieta por um periodo de adaptacdo de 5 dias. Procedeu-se o abate dos
animais em quatro periodos (semanas) distintos, respeitando um jejum de 12 horas. Apos 0
abate, o contedo do ramen e do reto foram retirados para serem utilizados como fonte
microbiana alternativa nos ensaios in vitro. Cada animal proporcionou duas fontes
microbianas distintas, dando origem a dois indculos por animal, um ruminal e um fecal,
totalizando oito in6culos (quatro grupos de animais x duas fontes de microrganismos).
Substratos

Os substratos avaliados consistiram de quatro forragens tropicais: capim-Massai (Panicum
maximum cv. Massai), capim-Andropdgon (Andropogon gayanus), capim-Braquiaria
humidicola (Brachiaria Humidicola cv. Humidicola), capim-Xaraés (Brachiaria brizantha cv.
Xaraés); duas silagens com diferentes subprodutos como aditivos: silagem de capim-elefante
(Pennisetum purpureum) com 5% de bagaco de cana-de-acucar (Saccharum officinarum), e
silagem de capim-elefante (Pennisetum purpureum) com 5% de torta de babacu (Orbignya
phalerata); e duas dietas, uma composta por uma mistura forragens locais (dieta 100:0,
volumoso:concentrado) e outra composta por uma mistura de forragens locais e concentrado
(dieta 50:50, volumoso:concentrado). Os capins e as silagens foram provenientes do Setor de
Forragicultura da Universidade Federal do Maranhdo, em Chapadinha-MA. As dietas
avaliadas foram amostradas da fazenda experimental pertencente a Universidad de Ledn.

Os substratos foram caracterizados quanto ao teor de matéria mineral (MM - ID 942.05) e
proteina bruta (PB - ID 988.05) pelos métodos da AOAC (2005). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram determinados por
metodologia sequencial (ID 2002.04 e ID 973.18, respectivamente) de acordo com AOAC
(2005), e a lignina em detergente &cido (LDA) de acordo com Goering e Van Soest (1970),
pelo método do H.SOs a 72%. A composi¢do quimica dos substratos estd apresentada na
Tabela 1.

Coleta de material bioldgico (rumen e fezes)
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O abate foi realizado com o objetivo de retirar o ridmen e o reto dos animais e obter o
contetdo do rimen e as fezes. Ap6s o abate das ovelhas na sala de necropsias da Facultad de
Veterinaria da Universidad de Leon, coletou-se as fontes de indculos microbianos. Apds
coleta do conteddo ruminal, este foi homogeneizado e filtrado em quatro camadas de tecido
de algoddo e transferido para garrafas térmicas previamente aquecidas a 39°C. O fluido
ruminal, livre de particulas, foi misturado a solucdo tampéo (Goering e Van Soest, 1970), na
proporcao de 1:4 (vol/vol) a 39°C, sob injecéo constante de COo.

As fezes foram coletadas da ampola retal de cada animal abatido, buscando-se extrair ao
maximo a matéria fecal, armazenadas em sacolas plasticas e acondicionadas em caixa térmica
até o momento da manipulacdo. No preparo dos in6culos fecais, as fezes foram inicialmente
pesadas e, depois, homogeneizadas, utilizando-se metade do volume da solu¢do tamp&o. Em
seguida, o material foi filtrado e reservado, dando origem a primeira filtragem. A fracdo
solida retida no tecido de algodao apds a primeira filtragem, foi novamente homogeneizada
com a restante da solucdo tampdo e filtrada. O conteldo obtido foi misturado ao da primeira
filtragem (Cavalcante et al., 2015). O indéculo fecal foi mantido sob as mesmas condic6es
fisicas do inoculo ruminal (39°C e saturado com CO3) (Mauricio et al., 1999), e produzido
respeitando-se uma proporcdo de 10g fezes/100 mL solugdo tampao.

Producao de gases in vitro: cinética de fermentacao

Para estimativa dos parametros da cinética de fermentacdo ruminal e degradacdo da matéria
seca (DMS) e matéria organica (DMQO), amostras de 300 mg de MS de cada substrato foram
inseridos em garrafas com capacidade 120 mL. As garrafas foram pré-aquecidas (39°C) antes
da adicdo de 30 mL dos in6culos previamente preparados, de acordo com o tratamento. Um
total de oito garrafas, uma garrafa por substrato e mais duas garrafas sem substrato (branco),
foram incubadas por 144 horas. A producédo de gases foi mensurada nos tempos 3, 6, 9, 12,
16, 21, 26, 31, 36, 48, 60, 72, 96, 120 e 144 horas apés a incubacdo, com auxilio de um
transdutor de pressdo e uma seringa calibrada, sendo os gases produzidos liberados apds cada
mensuracdo. Apés 144 horas de incubacdo, a fermentacdo foi paralisada, mantendo-se as
garrafas em agua com gelo. Em seguida, o contetudo das garrafas foi transferido para cadinhos
filtrantes previamente pesados. Os cadinhos com o residuo da incubacdo foram lavados com
agua destilada quente (50°C), secos em estufa a 50°C por 48 horas e o desaparecimento
aparente do substrato foi calculado. O residuo apos incineracdo em mufla (500°C), foi
utilizado para calcular o desaparecimento aparente da matéria organica apos 144 horas de
incubacéo.

Producao de gases in vitro: caracteristicas de fermentacéo em 24 horas

As caracteristicas de fermentacdo dos substratos foram avaliadas em 24 horas de incubacéo.
Um total de oito garrafas contento 300 mg dos substratos, uma garrafa por substrato, e duas
garrafas sem substrato (branco), foram adicionados 30 mL de cada inoculo tamponado
(ruminal ou fecal) e foram incubadas a 39°C. Apds 24 horas de incubacéo, as garrafas foram
abertas e o pH foi mensurado imediatamente com pHmetro. Para a determinacdo do N
amoniacal, 0,5 mL do conteddo liquido foi coletado e adicionou-se 0,5 mL de HCI 0,5N
(Carro e Miller, 1999).

Degradabilidade in vitro: incubadora Daisy Il

Para determinacdo da degradabilidade in vitro no tempo 24 horas, foram adicionados 200 mg
de cada substrato em saquinhos pré-pesados (Ankom # F57; dimensdo 50 x 40 mm,
porosidade 25+10 um; ANKOM, Technology Corporation, Fairport, EUA). Os saquinhos
foram colocados nas jarras do fermentador ruminal Daisy Il, incubadora in vitro ANKON.
Em seguida, foram adicionados 600 mL do inéculo ruminal em duas jarras e 600 mL do
indculo fecal em duas jarras. Foram utilizadas quatro jarras por semana, e cada jarra recebeu o
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equivalente a 16 sacos (8 substratos com 2 repeticdes cada). Apds 24 horas de incubacdo os
sacos foram retirados e lavados em &gua corrente.

Calculos, procedimentos analiticos e analises estatisticas

O volume de gases foi corrigido subtraindo-se o volume produzido nos frascos branco, e 0s
valores de pressdo foram ajustados no modelo proposto por France et al. (1993):

y = A{l—exp[—b(t—L)—c (Wt —VL)])

Sendo, y = producdo cumulativa de gases (mL) no tempo t; A = potencial maximo de
producdo de gases (assintota); L = tempo de colonizagio; t = tempo de incubacéo; b (h?) e ¢
(h%) = taxas fracionais constantes. O tempo necessario para atingir a metade do potencial de
producéo de gases (T %2) foi obtido pelo modelo proposto por France et al. (1993):

T =[(—¢/2+V([c2/4+b(bL +eV(L +1n2))))/b P

Os pardmetros estimados pelos modelos foram submetidos a analise da variancia (ANOVA),
adotando o procedimento para modelos lineares generalizados (PROC GLM) do programa
estatistico SAS (2002). O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
arranjo fatorial 2x8 (dois indculos e oito substratos), com quatro repeticdes. Também foi
avaliada a interacdo entre o inoculo e o substrato. As diferencas significativas entre as médias
foram testadas pelo teste SNK, ao nivel de 5% de probabilidade (SAS, 2002).

Resultados

Os parametros cinéticos de producéo de gases e dados sobre a degradacdo da matéria seca e
matéria organica avaliados até o tempo de 144 horas estdo apresentados na Tabela 2. Os
indculos diferiram (P<0,05) quanto ao potencial maximo de producdo de gases (A), tempo
necessario para atingir metade da assintota (T Y2), degradacdo da matéria seca (DMS) e
matéria organica (DMQO). O tempo de colonizacdo ndo diferiu (P>0,05) entre os inoculos
ruminal e fecal avaliados. O inoculo fecal apresentou-se superior (P<0,05) ao indculo ruminal
sobre os parametros Ae T %.

As variaveis avaliadas apresentaram efeito do substrato (P<0,05) e ndo houve interacdo
indculo x substrato (P>0,05). O capim-Humidicola e capim-Xaraés apresentaram a maior
(P<0,05) producdo potencial de gases, e as silagens (SBC e STB) mostraram-se com 0S
menores valores. O menor tempo de colonizacdo observou-se para as dietas (D100 e D50), e 0
capim-Andropdgon mostrou-se como o substrato que vai exigir um maior tempo para iniciar a
fermentacdo. As forragens tropicais (MAS, AND, HUM e XAR), juntamente com as silagens
(SBC e STB) avaliadas, apresentaram um tempo mais tardio para atingir metade da assintota,
comparada as dietas (D100 e D50).

A degradabilidade da matéria seca e da matéria organica foi maior (P<0,05) para todos 0s
substratos incubados em indculo ruminal que em inéculo fecal. Maiores degradacoes (P<0,05)
da MS e MO foram observadas para a dieta 50:50, volumoso:concentrado.

As caracteristicas de fermentacdo ruminal in vitro no tempo 24 horas estdo apresentadas na
Tabela 3. Foram observados efeito do indculo (P<0,05) para pH, para producdo de gases
(mL/g) e para producdo de metano (%). Para os teores de N amoniacal ndo foram observados
(P>0,05) efeito do indculo e do substrato, e também nenhuma interacdo indculo x substrato. A
producdo de gases e de gas metano foi superior (P<0,05) quando os substratos foram
incubados em in6culo ruminal. O pH mostrou-se com valores superiores (P<0,05) quando
avaliado em inéculo fecal comparado ao in6culo ruminal.

Os dados da degradabilidade ruminal in vitro no tempo 24 horas estdo apresentadas na Tabela
4. Observou-se efeito do indculo (P<0,05) apenas para degradabilidade da FDN (%). Néo
foram (P>0,05) observadas diferencas significativas para a DMS entre os in6culos ruminal e
fecal. A DFDN mostrou-se superior (P<0,05) quando avaliada em indculo fecal comparado ao
indculo ruminal.
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A Figura 1 apresenta os perfis da cinética de fermentac&o in vitro dos substratos incubados até
0 tempo de 144 horas. A curva para comportamento cinético das dietas, 100:0 e 50:50,
apresentaram-se semelhante para os indculos ruminal e fecal avaliados.

Discusséo

A variagdo na concentracdo dos nutrientes, podem justificar o efeito do substrato (P<0,05)
para todos os parametros avaliados. A composicdo quimica dos substratos mostrou-se
bastante variada com teor de nutrientes entre 911,9 a 959,1 g/kg para matéria organica; 51,7 a
111,4 g/kg para proteina bruta; 349,2 a 834,2 g/kg para FDN; 175,0 a 494,9 g/kg para FDA;
24,8 a 87,9 g/kg para a lignina; 174,2 a 364,6 g/kg para hemicelulose; e 150,2 a 418,1 g/kg
para celulose.

A diferenca de 8,5 (mL gases/g) para o potencial maximo de producdo de gases entre 0s
in6culos, mostrou que 0s substratos geraram maiores fermentacdes quando incubados em
indculo fecal. Fon e Nsahlai (2012), obtiveram producéo de gases, nos tempos 24 e 72 horas,
iguais a 100 e 150 (mL/g) para o in6culo ruminal, respectivamente e, 82 e 136 (mL/g) para o
indculo fecal, respectivamente. Pesquisa conduzida por Véradyova, Baran e Zenenak (2005)
pela técnica de produgdo de gases in vitro, utilizando inoculo ruminal e fecal de ovinos,
indicou menor taxa e extensdo de producdo de gases com o inoculo fecal em relacdo ao
indculo ruminal, verificando-se maior diferenca na taxa de producéo de gases (mL/g MS h)
entre os indculos na fase inicial (3 horas), 5,3 mL gases/g MS h, enquanto no tempo 30 horas,
essa diferenca diminuiu para 1,9 mL gases/g MS.

Alguns autores, consideram que a fase inicial do indculo fecal pode ser denominada ou
interpretada como a mais critica (Varadyova, Baran e Zenenak, 2005). Este fato pode estar
relacionado ao atraso na fermentacdo do substrato. Dependendo da composicdo quimica,
podemos dizer que o inéculo fecal vai exigir um maior tempo de colonizacdo. A taxa de
passagem no intestino grosso € relativamente elevada, e 0 tempo que a populagdo microbiana
tem é muito limitada para extrair nutrientes para sobreviver no ecossistema deste
compartimento (Fon e Nsahlai, 2012).

Variacdes no indéculo, segundo Mizubuti et al. (2014), podem influenciar o tempo de
colonizacédo e refletir no potencial fermentativo do inéculo, pode ser decorrente do animal
doador, do estado nutricional, fonte de alimento recebido e estado fisioldgico. Os autores
ainda relatam que, lentas taxas de degradacdo podem estar relacionadas ao elevado teor de
lignina dos substratos. Outro fator que ndo esta relacionado diretamente ao inoculo, é a
quantidade de amostra incubada. Segundo Cavalcante et al. (2015), a menor quantidade de
substrato incubado pode ser equivalente a quantidade de microrganismos no indculo,
resultando em maior degradacdo do material incubado. Em outras palavras, o inoculo fecal
apresenta sempre menor densidade microbiana, e para melhorar a capacidade de fermentacao
e degradacdo do indculo fecal, pode ser feita através da diminuicdo da quantidade de substrato
incubado durante os ensaios in vitro, aumentando a area de contato do substrato com a
microbiota presente no indculo produzido a partir das fezes. Também, pode ser feito através
do aumento da concentracdo das fezes no indculo, aumentando assim, a populagédo
microbiana.

Os substratos apresentaram comportamento bem semelhante comparando indculo ruminal e
fecal (Figura 1). No terco final da curva observada em cada substrato, 0 comportamento dos
indculos fecal e ruminal foram préximos. Estes resultados divergem dos relatados por Posada
et al. (2012), que observaram que o indculo ruminal apresentou maior producdo de gases até
24 horas de incubacédo, e que apds 30 horas, os valores do inoculo fecal foram superiores
(P<0,05). Diferentes fracdes de alimentos séo fermentados em diferentes velocidades (Bueno
et al., 2010), e alguns estudos tém indicado que, no método in vitro, a degradabilidade da MS
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ou da fibra, inicia-se na prépria forragem, independente da fonte de indculo ruminal
(Marinucci, Dehority e Loerch, 1992). Com base nisso, pode-se sugerir que a microbiota do
indculo fecal pode ter se multiplicado e aumentado a populagcdo microbiana na fase final. Por
outro lado, Fon e Nsahlai (2012) sugerem que o cultivo da microbiota presente nas fezes, sob
condi¢bes anaerObicas adequadas antes de sua utilizacdo, poderia aumentar a populacdo
microbiana inicial, e favorecer a especificidade dos microrganismos e taxa de fermentacao.

A menor digestibilidade da matéria organica quando se utiliza in6culo fecal pode resultar de
variagdes na produgdo de biomassa microbiana, refletindo em baixa correlagdo com a
capacidade fermentativa para degradacdo (Posada et al., 2012). A degradacdo da MS e MO foi
maior (p<0,05) para os substratos incubados em in6culo ruminal quando comparados ao
inoculo fecal. Zicarelli et al. (2011), observaram maior degradabilidade in vitro da matéria
orgénica com o in6culo fecal (75,49 e 78,61%) em comparacdo ao inéculo ruminal (71,64 e
71,87 %) de ovinos para dietas com propor¢do volumoso:concentrado 90:10 e 80:20,
respectivamente.

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os resultados de Ramin et al. (2015), que
observaram maiores degradacdes quando os substratos foram incubados em in6culo ruminal
que inéculo fecal de bovinos. Os autores ainda citaram uma tendéncia para a interacéo indculo
x substrato, com maiores diferencas na digestibilidade verdadeira da matéria organica para
substratos de baixa qualidade (conteudo do rumen e reticulo com FDN = 810 g/kg MS) em
relagdo ao substrato de melhor qualidade (dieta 50:50, silagem de graminea:cevada, com FDN
= 239 g/kg de MS).

Posada et al. (2012) comparando a capacidade de degradar a MS, verificaram que os valores
médios foram diferentes (P<0,05) no tempo 24 horas, mas ndo no final do processo de
fermentacdo. Os resultados desta pesquisa divergem dos relatados pelos autores acima
citados, onde a DMS no tempo 24 horas ndo apresentou diferenca entre os indculos ruminal e
fecal testados. A degradacdo da MS no tempo 144 horas de incubacgéo, foi maior em 53,60%
para o inoculo ruminal e 57,44% para o indculo fecal, em relacdo ao tempo de incubacédo 24
horas. De fato, um maior tempo de contato do substrato com a fonte microbiana do inoculo,
tende a aumentar a degradacdo dos nutrientes. Por outro lado, ha relatos que em tempos de
avaliacdo in vitro superiores a 48 horas de incubacdo, a fermentacdo ndo é oriunda do
substrato, mas sim da degradacdo da populacdo microbiana (Van Soest, 1994). Enquanto o
indculo fecal ndo apresentar um protocolo definitivo, estudar sua extensdo de fermentacdo por
tempos superiores a 48 horas, podem ajudar a justificar seu modo de acdo sobre os substratos.
A degradacdo de substratos incubados em fontes microbianas oriundas pds-rumen, podem
estar restritos, principalmente para o material fibroso, pois embora semelhante ao ridmen, o
ceco sO representa 15% da fermentacdo total do trato gastrointestinal (Van Soest, 1994;
Mould et al., 2005). Assim, essa pode ser a explicacdo para 0s resultados superiores e
significativos da DFDN quando os substratos foram incubados em in6culo fecal por 24 horas.
Segundo Fon e Nsahlai (2012), os microrganismos presentes no intestino grosso, podem ser
muito eficazes na fermentacdo de alimentos ricos em fibra, a uma taxa mais elevada, porém
ha limitacdo destes indculos pelo niamero inicial de microrganismos durante a incubacéo in
vitro.

A atividade da microbiota ruminal é maximizada quando o pH estd proximo a 6,5, para a
maioria da populacdo microbiana (Domingues et al., 2010). O menor pH foi observado no
substrato representado pela dieta 50:50 (volumoso:concentrado), o que pode ter decorrido do
consumo do meio tampdo, ocasionado pela presenca do concentrado, em razdo da menor
fracdo fibrosa do substrato. Dietas com baixa proporcao de fibra, resultam em elevada taxa de
degradagdo, consequentemente em maior producdo de AGCC, exigindo assim, maior
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concentracdo do meio tampao no sistema ruminal, para permitir a concentracdo de ions H™,
evitando a deplegéo do pH (Slyter 1976).

N&o foram encontrados relatos na literatura sobre resultados de nitrogénio amoniacal
utilizando indculo fecal. Neste caso, podemos afirmar que o indculo fecal ndo apresenta
variagcOes sobre a concentracdo de nitrogénio amoniacal, como pode ser observado nos
resultados desta pesquisa. A concentragdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs, mg/dL) tem sido
adotada como um fator qualitativo, para facilitar o entendimento do ambiente ruminal, de
acordo com a atividade microbiana sobre os carboidratos fibrosos (Detmann et al., 2009;
Souza et al., 2013). A concentracdo de N-NHs3 pode aumentar ou diminuir dependendo da
quantidade de proteina degradavel e da quantidade e tipo de carboidratos da dieta disponiveis
para a utilizacdo pela microbiota ruminal (Sallam et al., 2010).

A menor producdo de metano quando da utilizacdo de inéculo fecal como fonte microbiana,
pode ser atribuida & menor quantidade de substrato fermentado, isto é, & menor producdo de
gases. Ramin et al. (2015) observaram menor producdo de metano (mL/ g MO) para os
substratos conteudo do reticulo e rdmen, matéria fecal, silagem de graminea, feno de
graminea e dieta 50:50 silagem de graminea:cevada, incubados em indculo fecal (6,9; 7,5;
18,7; 16,5 e 21,9, respectivamente) comparado ao indculo ruminal (17; 18,7; 38,7; 29,7 e
41,0, respectivamente). Estes autores justificaram que este fato pode estar relacionado as vias
alternativas de Hz, provavelmente acetogénese, no intestino posterior, com producéo reduzida
de metano.

As fezes, como fonte de in6culo microbiano para ensaios in vitro de avaliacdo de alimentos
para animais ruminantes, apresentam grande potencial para substituir o contetdo ruminal de
animais fistulados. Concluimos que a fonte microbiana da matéria fecal de ovinos abatidos
pode ser utilizada para estimar os parametros de producdo de gases (A, L e T %2 ) até o tempo
de 144 horas. O in6culo fecal de ovinos abatidos é eficiente na avaliacdo das caracteristicas de
degradacéo de nutrientes no tempo de incubagao 24 horas.
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Tabela 1. Caracteristicas bromatoldgica dos substratos

MO (materia orgénica), PB (proteina bruta), FDN (fibra em detergente neutro), FDA (fibra
em detergente acido), LDA (lignina em detergente &cido), HEM (hemicelulose), CEL
(celulose).

Massai (capim-Massai), Andropdgon (capim-Andropdgon), Humidicola (capim-Humidicola),
Xaraés (capim-Xaraés), SCEBC (Silagem de capim-Elefante com 5% de Bagaco de cana-de-
acucar), SCETB (Silagem de capim-Elefante com 5% de torta de babacu), Dieta 100
(combinacdo de volumosos, dieta 100:0 volumoso:concentrado), Dieta 50 (Dieta 50:50
volumoso:concentrado)

MO PB FDN FDA LDA HEM CEL
g/kg
Massai 947,8 51,7 834,2 494,9 76,8 339,3 4181
Andropégon  959,1 78,4 738,3 390,8 411 3475 349,7
Humdicola ~ 939,2 72,3 737,9 3733 39,9 364,6 3334
Xaraés 946,5 69,4 709,5 363,8 34,4 345,7 329,4
SCEBC 911,9 96,5 754,0 450,6 83,0 303,4 367,6
SCETB 923,2 104,1 685,6 419,0 87,9 266,6 331,2
Dietal00  940,8 69,8 573,6 3371 39,3 236,5 297,8

Dieta 50 934,1 1114 349,2 175,0 24,8 174,2 150,2
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Tabela 2. Parametros da cinética de producdo de gases e degradacao da matéria seca e matéria organica avaliados até o tempo de 144
horas de incubagéo

Médias seguidas de letras iguais na linha (minusculas) e na coluna (maidsculas) ndo diferem entre si pelo teste SNK (P< 0.05);

A (potencial maximo de producdo de gases), L (tempo de colonizacdo), T ¥ (tempo necessario para atingir metade da assintota), DMS
(degradacdo da matéria seca), DMO (degradacdo da matéria organica), R (ruminal), F (fecal), MAS (capim-Massai), AND (capim-Androp6gon),
HUM (capim-Humidicola), XAR (capim-Xaraés), SBC (silagem de capim-Elefante com 5% bagaco de cana-de-acgucar), STB (silagem de capim-
Elefante com 5% de torta de babacu), D100 (dieta 100), D50 (dieta 50), epm (erro padrdo da média), S (Substrato), I (In6culo), S*1 (Interacao
substrato x indculo).

Substrato Valor P

Item Inéculo MAS AND HUM XAR SBC STB D100 D50 média epm | S Sx|
A R 83,05 80,30 94,53 89,30 61,45 55,35 78,23 81,38 77,95b 225 0,0011 <0,0001 0,2750
(mL/g) F 92,90 93,95 100,40 108,55 59,28 57,88 79,53 97,70 86,27a

média  87,98AB 87,13AB  97,46A 98,93A 60,37C 56,61C 78,88B  89,54AB
L R 7,64 10,67 5,73 3,31 7,79 5,83 1,87 1,54 5,55a 0,46 0,0579 <0,0001 0,9442
(h) F 8,02 10,46 8,03 5,93 8,46 7,56 2,49 3,71 6,83a

média 7,83AB 10,56A 6,89B 4,62BC  8,12AB 6,69B 2,18C 2,62C
T% R 56,77 58,77 53,50 53,79 44,04 43,15 26,41 17,66 4426b 2,47 <0,0001 <0,0001 0,3614
(h) F 78,98 68,05 69,21 74,40 57,04 65,82 31,00 26,15 58,83a

média 67,88A 63,41AB 61,37ABC 64,10AB 50,54C 54,49BC 28,70D 21,90D
DMS R 65,20 67,43 73,76 76,15 55,96 62,25 69,72 83,23 69,21a 1,14 0,0024 <0,0001 0,8792
(%) F 61,00 66,03 69,86 70,63 49,69 60,58 68,97 78,00 65,59b

média 63,10A 66,73CD 71,81BC  73,39B 52,82E 61,41D 69,34BC  80,62A
DMO R 64,49 67,37 73,28 75,61 55,66 60,63 71,28 83,31 68,95a 2,31 0,0141 <0,0001 0,9224
(%) F 60,94 66,84 70,41 71,91 51,10 59,33 71,23 80,10 66,48b

média 62,71D 67,10C 71,84B 73,76B 53,38E 59,98D  71,25B 81,71A
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Tabela 3. Caracteristicas de fermentacdo dos substratos incubados em indculo ruminal e fecal de ovinos no tempo de 24 horas

Médias seguidas de letras iguais na linha (mindsculas) e na coluna (maidsculas) ndo diferem entre si pelo teste SNK (P< 0.05);

pH (potencial hidrogénico), PG (producéo de gases), N-NHz (nitrogénio amoniacal), R (ruminal), F (fecal), MAS (capim-Massai), AND (capim-
Andropdgon), HUM (capim-Humidicola), XAR (capim-Xaraés), SBC (silagem de capim-Elefante com 5% bagaco de cana-de-agucar), STB
(silagem de capim-Elefante com 5% de torta de babacu), D100 (dieta 100), D50 (dieta 50), epm (erro padrdo da meédia), S (Substrato), |
(In6culo), S*I (Interacdo substrato x indculo).

Substrato Valor P

Item Inéculo MAS AND HUM XAR SBC STB D100 D50 média  epm | S Sx|
pH R 7,28 7,19 7,07 7,06 7,08 7,13 6,88 6,71 7,05b 0,02 0,0444 <0,0001 0,4238

F 7,19 7,25 7,14 7,10 7,16 7,23 6,90 6,81 7,10a

média  7,23A 7,22AB 7,10BC  7,08C 7,12ABC  7,18ABC 6,89D 6,76E
PG R 30,85 28,78 38,74 39,19 31,01 32,11 56,55 70,29 40,94a 1,92 <0,0001  <0,0001 0,9267
(mL/g) F 20,79 20,00 25,96 27,23 20,31 17,87 43,53 57,57 29,16b

média  25,82D 24,39D 32,35C 33,21C 25,66D 24,99D 50,04B 63,93A
Metano R 3,25 2,72 4,15 3,87 4,68 3,70 5,30 5,93 420a 0,22 <0,0001  <0,0001 0,6603
(%) F 2,05 1,25 2,00 2,24 1,93 1,00 3,81 5,13 2,43b

média  2,64C 1,98C 3,08BC 3,06BC  3,31BC 2,35C 4,56AB 5,53A
N-NH3 R 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,28a 0,002 0,9903 1,0000 1,0000
(mg/dL) F 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,3 21 2,2 2,27a

média 2,2A 2,2A 2,2A 2,2A 2,2A 2,3A 2,2A 2,2A
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Tabela 4 - Degradacao ruminal in vitro dos substratos incubados em in6culo ruminal e fecal de ovinos no tempo de 24 horas
Médias seguidas de letras iguais na linha (minasculas) e na coluna (maidsculas) ndo diferem entre si pelo teste SNK (P< 0.05);
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DMS (degradacdo da matéria seca), DFDN (degradacdo da fibra em detergente neutro), R (ruminal), F (fecal), MAS (capim-Massai), AND
(capim-Andropdgon), HUM (capim-Humidicola), XAR (capim-Xaraés), SBC (silagem de capim-Elefante com 5% bagaco de cana-de-agucar),
STB (silagem de capim-Elefante com 5% de torta de babacu), D100 (dieta 100), D50 (dieta 50), epm (erro padrdo da média), S (Substrato), |
(In6culo), S*I (Interacdo substrato x indculo).

Substrato Valor P
Item Inéculo MAS AND HUM XAR SBC STB D100 D50 média S Sxl|
DMS R 38,11 40,13 25,81 27,59 22,20 33,94 48,82 60,19 37,10a <0,0001 0,6965
(%) F 25,54 31,98 21,68 34,78 29,05 41,49 53,38 63,58 37,68a
média 31,82C  36,06BC  23,75C 31,18C 25,62C 37,71BC 51,10AB  61,88A
DFDN R 45,43 48,27 32,77 36,18 31,09 42,18 55,77 67,20 44,86b 0,0020 0,9507
(%) F 52,49 60,38 47,53 59,10 51,51 64,69 71,22 75,29 60,27a
média 4896B 54,32AB  40,15B 47,64B 41,30B 53,42AB  63,49AB  71,24A
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414  Figura 1. Perfil da cinética de fermentagéo dos substratos incubados em inéculo ruminal
415 e fecal de ovinos

416  Massai (capim-Massai), Andropdgon (capim-Andropdgon), Humidicola (capim-Humidicola),
417  Xaraés (capim-Xaraés), SCEBC (Silagem de capim-Elefante com 5% de bagaco de cana-de-
418 acucar), SCETB (Silagem de capim-Elefante com 5% de torta de babagu), Dieta 100 (dieta
419  100:0 volumoso:concentrado), Dieta 50 (dieta 50:50 volumoso:concentrado).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A estimativa dos parametros de fermentacdo e de degradacdo ruminal dos substratos
avaliados até 24 horas de incubacdo com o uso de in6culo fecal, preparado com 23 e 38 g de
fezes/mL de solucdo tampéo, como fonte de microrganismos, difere em relacdo aos dados
obtidos com o indculo ruminal.

Apbs 144 horas de incubacdo, o estudo do comportamento cinético dos subtratos
avaliados com o indculo fecal obtido de ovinos abatidos demostra que ele pode ser utilizado
para estimar, com eficiéncia.

Para ensaios de producdo de gases in vitro adotando-se o tempo de 24 horas de
incubagdo, € necessario aumentar a concentracdo de microrganismos presentes no inoculo

fecal.
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Journal policy and scope

Research papers in Animal Production Science focus on improving livestock and food
production, and on the social and economic issues that influence primary producers. The
journal is predominantly concerned with domesticated animals (beef cattle, dairy cows,
sheep, pigs, goats and poultry); however, contributions on horses and wild animals may
be published where relevant. Animal Production Science publishes original research
papers, critical review articles, and viewpoints; it does not publish technical and research
notes, or short communications.

High quality original contributions are encouraged on:

e animal breeding and genetics

e animal nutrition and reproduction

o livestock farming systems, sustainability and natural resource management
e meat science and consumer acceptability

e behaviour, health and welfare

o feed quality and nutritional value

e bio-pharmaceuticals derived from animals

The subject scope extends from the molecular level through to the role of animals in
farming systems. The target readership is animal scientists, and administrators and
policy-makers who interface with this discipline.
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ideas and recommendations which would be useful to international research community.
If you are interested in preparing a Review article, please discuss the subject matter with
the Editor-in-Chief or the appropriate Associate Editor.
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future issues that may arise from the discipline. The intent is to stimulate discussion and
possible rethinking of current views in the animal sciences. Perspectives that address
interdisciplinary research areas with relevance to a broader audience are of particular
interest to the Editors. The Perspective should be accompanied by an abstract and
generally range from 1000 to 4000 words; tables and figures can be included.
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Editorials

Editorials are usually commissioned. Editorials are opinion pieces which reflect on
papers previously or currently published in Animal Production Science, or on issues of
general interest to the animal sciences community. They should be written in a crisp,
lively style. They should have a maximum of 800 words, and not more than 5 references.
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Comment papers

A brief comment or critique on a paper recently published in Animal Production
Science. No abstract required. Authors of the original paper will be invited to submit a
response.
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Licence to publish

Submission of a paper is taken to mean that the results reported have not been
published and are not being considered for publication elsewhere. A summary of the
findings in the proceedings of a conference or in an extension article is not necessarily
regarded as prior publication. However, if substantial parts of the data, such as those in
Tables and Figures, have been published before, the inclusion of extra peripheral data
does not alter the judgment that the paper is not new. The Editor assumes that all
authors of a multi-authored paper have agreed to its submission. For details regarding
copyright, please see Copyright/Licence to Publish.
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Open access
Authors may choose to publish their paper Open Access on payment of a publication fee.
See Open Access for more details.

Return to Index

Citing personal communications and statistical software

Citation of submitted manuscripts, unpublished data and personal communications
should be avoided but if essential, they should be cited parenthetically in the text thus
(e.g. PA Smith, pers. comm.). In such cases, the authors must obtain permission from
the data owner to quote his or her unpublished work. Likewise, any statistical software
used to process your data should be cited in brackets in the text, providing the name and
version of the package and the name, city, state and country of the company that
produced it.

Return to Index
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Animal experimentation

Experiments involving animals are expected to have been conducted in accordance with
the guidelines set out in the joint publication of the National Health and Medical
Research Council of Australia, CSIRO and the Australian Agricultural Council entitled
"Code of Practice for the Care and Use of Animals for Experimental Purposes” (National
Health and Medical Research Council: Canberra, 1997). Editors will take account of
animal welfare issues and reserve the right not to publish.
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Preparing your manuscript

All authors should read at least one book on scientific writing. The titles of some suitable
books are listed at the end of these notes. The work should be presented concisely and
clearly in English. Introductory material, including a review of the literature, should not
exceed that necessary to indicate the reason for the work and the essential background.
However, a short statement explaining the broader relevance of the study can be helpful
to readers. Sufficient experimental detail should be given to enable the work to be
repeated, and the discussion should focus on the significance of the results. Poorly
prepared or unnecessarily lengthy manuscripts have less prospect of being accepted.
Authors should note the layout of headings, references, Tables and Figures in the latest
issues of the Journal and follow the Journal style. Strict observance of these and the
following requirements will shorten the interval between submission and publication.
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Title

The title should be concise and informative and contain all keywords necessary to
facilitate retrieval by modern searching techniques. Additional keywords not already
contained in the title or abstract may be listed beneath the abstract. A short title of less
than 50 letter spaces, to be used as a running head at the top of the printed page, should
be supplied. The title, author(s), address(es) and short title should comprise a separate
title page.
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Summary text for the Table of Contents

This is a three-sentence paragraph of 50 to 80 words written for interested non-experts,
such as journalists, teachers, government workers, etc. The text should be free from
scientific jargon, and written at the level of an article in a science magazine. Your first
sentence should engage the reader, convincing them that this is an important area. The
second sentence should introduce the problem addressed in the paper, and state your
main discovery. The final sentence should describe how the results fit into the bigger
picture (i.e. implications or impact of the discovery).
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Abstract

The abstract (preferably less than 250 words) should state concisely the scope of the
work and the principal findings and should not just recapitulate the results. It should be
complete enough for direct use by abstracting services. Acronyms and references should
be avoided.
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Please suggest 3-6 keywords, noting that all words in the title and abstract are already
considered to be keywords. Keyword should list alternative spellings, e.g. defense for
defence, aluminum for aluminium etc.

Return to Index

References

References are cited by the author and date (Harvard system); they are not numbered.
All references in the text must be listed at the end of the paper, with the names of
authors arranged alphabetically; all entries in this list must correspond to references in
the text. In the text, the names of 2 co-authors are linked by “and”; for 3 or more, the first
author’s name is followed by “et al.”. Where more than one reference is cited in the text,
they should be listed chronologically. No editorial responsibility can be taken for the
accuracy of the references. The titles of papers and the first and last page numbers must
be included for all references. Papers that have not been accepted for publication cannot
be included in the list of references and must be cited in the text as “unpublished data” or
“personal communication”; the use of such citations is discouraged. Authors should refer
to the latest issues of the Journal for the style used in citing references in books and
other literature. Full titles of periodicals must be given.

Examples of common references can be found in the “Style quide for references’.

Use of referencing software. To obtain the style file for this journal, please go to the
following websites.

If using "Reference Manager’, visit http://www.refman.com/support/rmoutputstyles.asp.

If using "ProCite’, visit http://www.procite.com/support/pcoutputstyles.asp.

If using "EndNote*” software, visit http://www.endnote.com/support/enstyles.asp.

*You will find the style file under the “"Agriculture” category, listed as Animal Production
Science.
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Units

The Sl system of units should be used for exact measurements of physical quantities
and, where appropriate, elsewhere. The double solidus must not be used in complex
groupings of units (i.e. use mg/sheep.day, not mg/sheep/day or mg sheep* day?). This
Journal uses the abbreviation "L" for litre; "'mL" for millilitre. When using non-standard
abbreviations, define the abbreviation where it first occurs in the text.

Spell out numbers lower than 10 unless accompanied by a unit, e.g. 2 mm, 15 mm, two
plants, 15 plants, but 2 out of 15 plants. Do not leave a space between a numeral and %,
%o or °C.

Return to Index

Mathematical formulae
Formulae should be carefully typed with symbols correctly aligned and adequately
spaced. If special symbols must be hand-written, they should be inserted with care and
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identified by pencilled notes in the margin. Judicious use should be made of the solidus
to avoid 2 mathematical expressions wherever possible and especially in the running
text. Each long formula should be displayed on a separate line with at least 1 line of
space above and below.

Return to Index

Tables

Tables must be numbered with Arabic numerals and each must be accompanied by a
title. A headnote containing material relevant to the whole Table should start on a new
line.

Tables should be arranged with regard to the dimensions of the Journal columns (8 by
21 cm), and the number of columns in the Table should be kept to a minimum. Excessive
subdivision of column headings is undesirable and long headings should be avoided by
the use of explanatory notes which should be incorporated into the headnote. The first
letter, only, of headings should be capitalised.

The symbol of unit of measurement should be placed in parentheses beneath the column
heading. The prefixes for units should be chosen to avoid an excessive number of digits
in the body of the Table or a scaling factor should be added to the heading. Footnotes
should be kept to a minimum and be reserved for specific items in the columns.

Horizontal rules should be inserted only above and below column headings and at the
foot of the Table. Vertical rules should not be used. Each Table must be referred to in the
text, and the preferred position of the Table in the text should be indicated by a note in
the margin.

Short tables can frequently be incorporated into the text as a sentence or as a brief
untitled tabulation. Only in exceptional circumstances will the presentation of essentially
the same data in both a Table and a Figure be permitted: where adequate, the Figure
should be used.
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Figures and computer graphics

Lettering should be in sans-serif type (Helvetica or Arial type 1 font) with the first letter
of the first word and proper names capitalised. The x-height after reduction should be
1.2-1.3 mm. Thus for the preferred reductions of graphs to 30, 40 or 50% of linear
dimensions, the initial x-height of lettering should be 4, 3 or 2.5 mm respectively.
Symbols and grid marks should be the same respective sizes, and curves and axes
should then be either 0.8, 0.7 or 0.6 mm thick respectively. Proportionally smaller sizes
of type, symbols, grid marks and curve thicknesses should be used for lesser reductions.
The following symbols are readily available and should be

used: B0 O @O A AY Y k& The symbols + or x should be avoided.
Explanations of symbols should be given in the caption to the figure, and lettering of
graphs should be kept to a minimum. If information is given in a caption instead of a
legend describe the lines and symbols in words (e.g. solid lines, dashed lines, dot-and-
dash lines, open circles, solid circles, striped bars, cross-hatched bars and so forth).

Return to Index
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Photographs

Photographs must be of the highest quality, with a full range of tones and of good
contrast. Before being mounted, photographs must be trimmed squarely to exclude
features not relevant to the paper and be separated from neighbouring photographs by
uniform spaces that will be 2 mm wide after reduction. Lettering should be in a transfer
lettering sans-serif type (Helvetica font) and contrast with its background; thus, white
lettering should be used on dark backgrounds. The size of lettering should be such that
the x-height after reduction is 1.5-12 mm. A scale bar must be inserted on each
photomicrograph and electron micrograph. Important features to which attention has
been drawn in the text should be indicated (i.e. by coded upper case letters and/or
arrows). Colour photographs will be accepted if they are essential, but the cost of
production must be borne by the author.
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Statistical evaluation of results

Manuscripts must contain a clear and concise description of the experimental design
used; with sufficient detail such that, in the case where analysis of variance or regression
models are to be used in the statistical evaluation, the reader is quite clear as to how the
error term was estimated. The statistical tests should be briefly described and, if
necessary, supported by references. Numbers of individuals, mean values and measures
of variability should be stated. It should be made clear whether the standard deviation or
the standard error has been given.
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Nomenclature

The nomenclature of compounds such as amino acids, carbohydrates, lipids, steroids
and vitamins should follow the recommendations of the IUPAC-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature. Other biologically active compounds, such as metabolic
inhibitors, plant growth regulators and buffers should be referred to once by their correct
chemical name (which is in accordance with IUPAC Rules of Chemical Nomenclature)
and then by their most widely accepted common name. For pesticides, the latest issue of
"Pesticides - Synonyms and Chemical Names” (Australian Government Publishing
Service: Canberra) should be followed. Where there is no common name, trade names
or letter abbreviations of the chemical may be used. The first letter of a trade name must
be capitalised.

Return to Index

Submission of research manuscripts

To submit your paper, please use our online journal management system ScholarOne
Manuscripts, which can be reached directly through this link or from the link on the
journal’s homepage. If a first-time user, register via the "Register here” link, or use your
existing username and password to log in. Then click on the “Author Centre” link and
proceed.

A covering letter must accompany the submission and should include the name,
address, fax and telephone numbers, and email address of the corresponding author.
The letter should also contain a statement justifying why the work should be considered
for publication in the journal, and that the manuscript has not been published or
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simultaneously submitted for publication elsewhere. Suggestions of possible referees are
welcome.
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Post acceptance of manuscript
When asked to submit production files, please provide the Production Editor with the
original figure files separately from the manuscript, and in highest resolution.

Ensure that figures are in their original file format (i.e. Photoshop, Adobe lllustrator,
Excel, CorelDraw, SigmaPIot, etc.) rather than embedded in a Word document or
converted to a derived format. However, if your figures are in a format that we do not
accept, high-quality high-resolution PostScript or PDF files are acceptable. Sending files
in more than one format is fine; we will use the format that will reproduce the best.

Scanned photographs must be saved as .tif files; all supplied .tif files must be compatible
with Adobe Photoshop, which is the preferred program. If figures are prepared in a
“paint” program, line art should be saved at 600 dpi, and greyscale or colour images
should be saved at 300 dpi. Electronic photographic work should be submitted at the
intended print size (85 mm wide for one column and up to a page width of 175 mm) (on
CD-ROM if necessary). These will be returned after use if requested at the time of
submission.

Colour photographs will be accepted if they are essential but the cost of colour
reproduction on the printed copy must be borne by the author. The Production Editor will
provide an estimate of the cost with the page proofs. Colour figures must be supplied in
CMYK, not RGB, format.
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Proofs and Reprints

Approximately two weeks after the paper is accepted, the corresponding author will
receive an edited MSWord document that has undergone formatting and copyediting.
Questions from the Production Editor should be answered. Minor corrections can be
made at this stage. The paper is then typeset, and page proofs sent to the corresponding
author for checking prior to publication. At this stage only essential alterations and
correction of typesetting errors may be undertaken. Excessive author alterations will be
charged back to the author. Reprint order forms and prices are sent with the proofs and
should be returned to the Production Editor with the proofs.

Upon publication, corresponding authors will be sent a free PDF of the paper. You may
send copies of this PDF to individual colleagues for non-commercial purposes, print out
and distribute copies to colleagues, or include the PDF in a course pack, subject to the
usual copyright licensing agency arrangements.

We would also like to send your colleagues an alert to its publication + PDF. Our
objectives for such action are to acknowledge authors, and stimulate the use and
citations of the paper. This offer will be activated if you send a list of email addresses (i.e.
up to 20 colleagues) to the Production Editor. This list will not be used for any other
purpose other than to promote your research.


http://www.publish.csiro.au/an/forauthors/authorinstructions#index
http://www.publish.csiro.au/an/forauthors/authorinstructions#index

66

General enquiries, please contact:
Animal Production Science
CSIRO Publishing

Locked Bag 10

Clayton South, Vic. 3169
Australia

Telephone +61 3 9545 8468

Fax +61 3 9545 8578

Email publishing.an@csiro.au
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Book chapter

Blackmore DJ (1996) Are rural land practices a threat to the environment? In “Soill
science - raising the profile”. (Ed. N Uren) pp. 22-30. (ASSSI and NZSSS: Melbourne)
Wolanski E, Mazda Y, Ridd P (1992) Mangrove hydrodynamics. In “Tropical mangrove
ecosystems’. (Eds Al Robertson, DM Alongi) pp. 43-62. (American Geophysical Union:
Washington DC)

Book

Lucas GB (1963) "Diseases of tobacco.” (University of North Carolina: Raleigh, NC)
Attiwill PM, Adams MA (Eds) (1996) "Nutrition of eucalypts.” (CSIRO Publishing:
Melbourne)

Hogan B, Beddington R, Constantine F, Lacy E (Eds) (1994) "Manipulating the mouse
embryo - a laboratory manual (2nd edn).” (Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold
Spring Harbor, NY)

Thesis
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