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Avaliacdo de métodos de coleta de fezes para determinacéo da digestibilidade
protéica em ra-touro (Rana catesbeiana)

Evaluation methods of feces collection for determination of protein digestibility
in bullfrog (Rana catesbeiana)

José Luiz Pedreira Mourifio* Marta Verardino De Stéfani?

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
diferentes metodologias de coleta de fezes para determinacao
da digestibilidade protéica de alimentos para a ré-touro (Rana
catesbeiana). As metodologias estudadas foram o método de
coleta total das fezes; o método de coleta parcial das fezes
usando indicador; o método de dissecacdo intestinal e o método
por decantagdo de fezes com indicador, utilizando aquarios
para ensaios de nutricdo com peixes. Os resultados dos CDA_,
da ragdo obtidos para avaliagdo dos métodos de coleta foram:
62,1%, 65,0%, 61,3% e 70,3%, respectivamente. Todos 0s
métodos de coleta de fezes sdo adequados para a realizagdo
de ensaios de digestibilidade com ras.

Palavras-chave: digestibilidade, ra-touro, Rana catesbeiana,
métodos de coleta de fezes.

ABSTRACT

The present work had as objective to evaluate
different methodologies of feces collection in the determination
of the protein digestibility of food feeds for the bullfrog (Rana
catesbeiana). The studied methodologies were: total collection
of excrements, partial collection of excrements using indicator,
intestinal dissection, and excrement decantation with pointer
using aquariums for assays of nutrition with fish. The results for
CDA,; obtained in this assay were: 62.1%, 65.0%, 61.3% and
70.3% respectively. All the methods of excrement collection
can be executed for determination of protein digestibility in
bullfrog.

Key words: digestibility, bullfrog, Rana catesbeiana, feces
collection.

INTRODUCAO

~ No cultivo de rés, como no de qualquer
organismo aquatico, a alimentag&o adequada é um fator

importante para o desenvolvimento da espécie,
representando, no caso de rds, 57,1% do custo total da
criagdo (LIMA & AGOSTINHO, 1988).

A exemplo de outras espécies animais, 0
conhecimento da digestibilidade dos ingredientes é
indispensavel para compor uma dieta balanceada,
econdmica e que atenda as exigéncias nutricionais das
rds. Entretanto, sdo as poucas informacgdes
relacionadas a nutricdo destes animais sdo de
experimentos com diferentes niveis. Nos trabalhos
encontrados na literatura, observamos a utilizagéo de
valores quantitativos de energia bruta e de proteina
bruta dos alimentos, ou mesmo a utilizacéo de energia
metabolizavel (MONTEIRO etal., 1988; BARBALHO,
1991; MAZZONI et al., 1992; WIRZ et al., 1992
STEFANI, 1995).

Existem vérias metodologias para coleta de
fezes em estudos de nutricdo com peixes. De acordo
com SALLUM (2000), o seu desenvolvimento visa,
principalmente, a contornar situagdes tais como o
estresse dos animais pelo manuseio nos métodos de
pressdo abdominal, sucgdo anal, contengdo em camara
metabdlica ou alimentacdo forgada, o sacrificio dos
animais do método de dissecacdo intestinal e a lixiviagao
de nutrientes e de energia, principalmente das fezes.
Em um estudo realizado por ABIMORAD (2001), foram
avaliados quatro métodos de coleta de fezes
(dissecacdo, extrusdo, sistema de Ghelph e sistema de
Ghelph modificado), e o tempo mais eficiente para
coleta de fezes nos sistemas de Guelph, analisando o
coeficiente de digestibilidade da proteina bruta de uma
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dieta para o pacu (Piaractus mesopotamicus). O autor
relatou que todos os métodos estudados podem ser
adotados com seguranca para a espécie estudada,
desde que sejam rigorosamente aplicados, e o intervalo
de tempo entre as coletas de fezes em estudos de
digestibilidade, por intermédio dos sistemas de Guelph,
ndo deve ultrapassar 30 minutos. Como as informagdes
obtidas com uma espécie ndo devem ser generalizadas
exatamente para outras, devido a fatores especificos
como comportamento e consisténcia das fezes, novos
estudos deveriam ser realizados e podem ser tdo
importantes a ponto de impedir a utilizacdo de
determinados métodos.

CASTRO (1996) propds um método de
coleta total de fezes para estudo da digestibilidade dos
alimentos para rés e determinou os valores de energia
metabolizavel de alguns alimentos utilizados em ragdes
de ras. CASTRO et al. (1998) e BRAGA et al. (1998)
aprimoraram a sua metodologia de coleta total de fezes
e também avaliaram a energia metabolizéavel de alguns
alimentos pelo mesmo método.

Considerando-se a importancia de conhecer
os valores nutritivos dos alimentos utilizados em dietas
de ra-touro em engorda, e visto que, neste tipo de
estudo, podem ocorrer problemas de lixiviacdo de
nutrientes na agua e contaminacdo por tecidos e/ou
substancias do prdprio animal, mascarando assim 0s
valores obtidos, torna-se necessario avaliar e comparar
diferentes metodologias utilizadas na determinagao dos
valores de digestibilidade dos alimentos.

Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar diferentes métodos de alimentagdo e
de coleta de fezes para determinacéo da digestibilidade
da fracdo protéica de uma dieta comercial para a ra-
touro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de
Ranicultura e Laboratério de Nutrigdo de Organismos
Aquaticos do Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, no periodo
de janeiro a fevereiro de 2003.

Para os ensaios, foram utilizadas 120 rés-
touro com peso medio de £135g obtidas no Ranario
Experimental do Centro de Aqlicultura. Estes animais
foram alojados nas unidades experimentais, onde
ficaram em jejum por um periodo de 48 horas, para
adaptacdo ao meio ambiente e esvaziamento do tubo
digestivo, de acordo com a metodologia descrita por
CASTRO (1996).

Foram avaliadas quatro metodologias para
coleta de fezes, para posterior determinagdo da

digestibilidade proteéica: coleta total das fezes, coleta
parcial de fezes com indicador, dissecagdo intestinal e
coleta por decantacdo. Para isso, foi utilizada uma ragéo
comercial para trutas, contendo aproximadamente
402%PB (Tabela 1) em um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e quatro
repeticdes. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey e ANOVA.

Em todos as metodologias, o sistema de
alimentacdo adotado foi a alimentacdo forgada,
proposta por CASTRO (1996) e aperfeicoada por
BRAGA et al. (1998), utilizando uma quantidade
equivalente a 5% do peso vivo das ras. O alimento
fornecido foi moido e umedecido com agua, em uma
proporcdo de 80% do peso, posteriormente foi
colocado em uma seringa de 10 ml, com a extremidade
anterior cortada, sendo introduzida na boca do animal.
A alimentacdo forgada foi realizada em duas etapas,
onde foi administrado cerca de 50% da quantidade total
do alimento na primeira etapa e o restante do alimento
apos a degluticdo da primeira parcela, com os animais
imobilizados com um pano.

Para 0 método de coleta total de fezes, foram
utilizadas quatro caixas de polipropileno de 46 x 30 e
9cm de profundidade com outra caixa de igual tamanho
colocada sobreposta, para permitir a circulagdo de ar
dentro do sistema e fazer a contengdo dos animais. As
caixas continham aproximadamente 300ml de agua
(trocada a cada coleta), para possibilitar a hidratagéo e
termo-regulacao das rds. Foram montadas com uma leve
inclinacdo para garantir dois tercos do fundo das caixas
secos e a outra parte preenchida com agua. Cada caixa
abrigou seis rds com peso médio de 135g.

Nesta metodologia, o sistema de
alimentacéo adotado foi a alimentagdo forcada proposta
por CASTRO (1996) e aperfeicoada por BRAGA et al.
(1998), utilizando uma quantidade equivalente a 5% do
peso vivo das ras. O alimento fornecido foi moido e

Tabela 1 — Valor de F, coeficiente de variacdo e médias dos
coeficientes de digestibilidade aparente da proteina
bruta (CDAgg) para os diferentes métodos de coleta

de fezes.
Valor de F 4,5%
Coeficiente de variagdo (%) 6,6
Médias de CDpg(%) para: CDeg (%)
Coleta Total de Fezes 62,1b
Coleta parcial com 6xido de cromo 65,0 ab
Coleta por decantagdo 70,3 a
Dissecacdo 61,3b
TUKEY 7,7

" Significativo ao nivel de 5%.
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umedecido com agua, em uma proporg¢do de 80% do
peso, posteriormente foi colocado em uma seringa de
10ml, com a extremidade anterior cortada, sendo
introduzida na boca do animal. A alimentacéo forcada
foi realizada em duas etapas, com 0s animais
imobilizados com um pano, onde foi administrada cerca
de 50% da quantidade total do alimento na primeira
etapa e o restante do alimento ap6s a degluti¢do da
primeira parcela.

Ap6s o fornecimento da racdo, todas as
excretas (fezes e urina), juntamente com a agua, foram
coletadas por um periodo de 48 horas, com intervalos de
quatro horas, para ndo acumular grande quantidade de
material no fundo das caixas, acondicionadas em sacos
plasticos identificados e colocados em freezer até o final
do experimento. Posteriormente, foram descongeladas e
secadas em estufa com circulagdo de ar a 55°C para
secagem até peso constante e posterior moagem do
material para analise de proteina bruta, seguindo a
metodologia descrita por SILVA (1992). Paraa determinagéo
do coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta
(CDA,,), foi utilizada a seguinte equacao:

CDA,; = PB ingerida — PB excretada x 100
PB ingerida

Para 0 método de coleta parcial de fezes com
indicador, também foram utilizados quatro caixas de
polipropileno, com seis rés em cada caixa, e o sistema
de alimentaco forgada, descritos anteriormente. Neste
ensaio, foi adicionado 0,5% de Gxido de cromo na racéo,
como marcador inerte. As fezes foram coletadas por
um periodo de 48 horas, com intervalos de quatro horas,
sendo coletada parte das fezes que vinham dissolvidas
na agua, deixando o resto das excretas nas caixas. Em
seguida o material foi acondicionado e processado,
como descrito anteriormente. Foram realizadas anélises
de 6xido de cromo nas fezes e na ragéo, pelo método de
digestdo com 4cidos nitrico e perclorico, de acordo
com a metodologia descrita por FURUKAWA &
TSUKAHARA (1966). Por meio de equacdo descrita
por NOSE (1966), foi estimada a digestibilidade
aparente da fracdo protéica (CDA, ).

CDA,, =100-100 (% indicador na dieta)x(% nutriente nas fezes)
(% indicador nas fezes)x(% do nutriente na dieta)

No método de dissecacdo intestinal, foi
utilizada a mesma ragdo com marcador inerte (racéo +
0,5% oxido de cromo), pela técnica da alimentacéo
forgada. Os animais ficaram abrigados nas caixas de
polipropileno descritas anteriormente, com seis ras em
cada caixa. Nesta metodologia, os animais foram

sacrificados de oito em oito horas, e as fezes coletadas
por dissecacdo diretamente no intestino grosso. Este
intervalo foi proposto ap6s a observagéo, em um pré-
ensaio, no qual, ap0s seis horas da alimentagéo forgada,
ja havia fezes em algumas caixas. As fezes coletadas
foram acondicionadas e processadas como descrito
anteriormente. Foram efetuadas anélises de éxido de
cromo nas fezes e na racdo (FURUKAWA &
TSUKAHARA, 1966) e a digestibilidade da fracdo
protéica foi calculada de acordo com NOSE (1966).

O método de coleta de fezes com indicador
utilizando aquarios de coleta de fezes por decantacdo
para peixes consistiu no uso de aquarios cilindricos de
fibra de vidro com capacidade para 80L e fundo conico,
no qual foram colocadas seis ras por aquério. A altura
da 4gua no aquério sO alcancava a parte conica,
deixando apoio para 0s animais ndo se afogarem. A
agua foi trocada a cada coleta para ndo acumular
material endégeno (urina) dos animais, e 0 escoamento
era pelo fundo. As fezes que decantavam no aquério
eram depositadas na extremidade inferior do mesmo
em tubos de vidro até o momento da coleta, na qual
foram utilizados registros de esfera para facilitar a
coleta. Para determinagdo da digestibilidade aparente
da proteina bruta da racéo, foi adicionado 0,5% de 6xido
de cromo como marcador inerte. Foi utilizada a técnica
de alimentacdo for¢cada descrita anteriormente.

O periodo de coleta apos a administragdo
daracéo foi de 48 horas sem interrupcéo, com intervalos
de quatro horas para ndo acumular material no aquario.
As fezes foram coletadas e processadas como descrito
anteriormente, para determinagdo dos teores de
proteina bruta e digestibilidade, de acordo com as
metodologias descritas por FURUKAWA &
TSUKAHARA (1966) e NOSE (1966).

Para a avaliacdo dos métodos de coleta de
fezes, foram utilizados os valores de digestibilidade da
fracdo protéica observados para a dieta, obtidos com
as fezes coletadas em cada um dos métodos.

Para avaliacdo do tempo de lixiviacdo da
coleta de fezes, foi realizado um ensaio utilizando-se a
metodologia de coleta de fezes por decantacéo, descrita
anteriormente, no qual as fezes foram coletadas quando
comegaram a aparecer nos tubos, em intervalos de trinta
minutos ou de quatro horas, durante 48 horas. Neste
ensaio, para a analise estatistica, foi considerado como
tempo zero de coleta o dado obtido no intestino grosso
pelo método de dissecacéo, utilizando um delineamento
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e quatro
repeticoes.

CiénciaRural, v.36, n.3, mai-jun, 2006.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores medios de CDA, encontrados
para a coleta total de fezes (62,09%) e para a coleta
parcial com 6xido de cromo (65,00%) néo diferiram
significativamente do método de coleta por dissecacao
(61,31%).0s métodos de coleta de fezes apresentaram
diferencas significativas (P<0,05), mostrando que as
diferentes metodologias influenciaram os valores dos
coeficientes de digestibilidade aparente da fracdo
protéica (CDA, ) da dieta (Tabela 2).

O meétodo de coleta de fezes por decantagdo
em aquarios apresentou o maior valor de CDA_,
(70,33%) (Tabela 1) em relacéo as outras metodologias.
Isso provavelmente ocorreu porque, nesta metodologia,
houve menor contaminacdo do material fecal, pois
quando as fezes eram recolhidas, separava-se possiveis
contaminantes como a pele, e a 4gua era trocada a cada
coleta para ndo acumular material endégeno. Além
disso, quando comparado com os valores de CDA_,
encontrados no método da dissecagdo, pode ter
ocorrido também uma lixiviagdo dos nutrientes, visto
que as fezes foram coletadas a cada quatro horas.
Apesar disso, nesta metodologia, o valor de CDA,,
ndo diferiu significativamente do método de coleta
parcial com oxido de cromo, o qual foi realizada nas
caixas de polipropileno. Entretanto, diferiu da média
do valor de CDA_ obtida na metodologia de coleta
total de fezes, foi significativamente menor que o da
coleta por decantagdo, provavelmente pela quantidade
de &gua que foi levada a estufa para secagem do material
e pela presenca de contaminagbes por tecidos e/ou
substancias do préprio animal, ndo servindo para
calculo de digestibilidade dos nutrientes devido as
contaminagdes.

No método de dissecacdo intestinal, foi
observada dificuldade em se obter a quantidade minima
de fezes para analises de dxido de cromo e proteina

Tabela 2 — Valores de F, coeficiente de variagdo e médias dos
coeficientes de digestibilidade aparente da proteina
bruta (CDAsg) nos diferentes intervalos de
recolhimento de fezes para ra-touro.

Valor de F 2,9*
Coeficiente de variagdo (%) 7,6
Médias de CDpg(%) para: CDgg (%)
Tempo 0 (método de dissecacéo) 61,3b
Intervalo de 30 minutos 67,1a
Intervalo de 4 horas 70,3a
TUKEY 7,6

* Significativo ao nivel de 5%

bruta, devido a pequena quantidade de material
encontrada nos segmentos do trato digestorio e no
transito intestinal. Os resultados obtidos com este
tratamento podem ter sido subestimados devido a
contaminacdo das fezes com a urina e a mucosa do
intestino, visto que as fezes foram retiradas
espremendo-se as partes do trato digestorio. De acordo
comAUSTRENG (1978), a pressdo durante a dissecagao
pode provocar ocasionalmente injurias nas visceras e,
desta forma, a adi¢do de nitrogénio enddgeno, como
muco e células epiteliais, as fezes, diminuindo assim os
valores da digestibilidade.

As medias dos CDA__ obtidas com os
métodos de coleta total de fezes e coleta parcial com
6xido de cromo ndo deferiram significativamente
(P>0,05) e ambas também podem ter sido subestimadas
devido a contaminagao das fezes por muco, pele dos
animais e até mesmo por particulas de alimentos
regurgitados, como foi observado por RAMSAY et al.
(2000). Os valores médios de CDA__ encontrados para
a coleta total de fezes (62,09%) e coleta parcial com
6xido de cromo (65,00%) ndo diferiram
significativamente do método de coleta por dissecacao
(61,31%).

Os diferentes valores observados para o
CDA,, podem ser explicados por varios motivos. O
primeiro seria uma inevitavel perda de proteina das fezes
para a agua no método de defecagéo na agua, podendo
ainda ocorrer lixiviagdo de pequena parte do 6xido de
cromo, aumentando assim o valor da digestibilidade.
Outro fator é a contaminacdo fecal que pode ter
ocorrido nos métodos que usaram as caixas de coleta,
considerando-se que uma quantidade razoavel de
urina, pele e muco poderiam ter se juntado as fezes,
mesmo havendo uma pequena separacdo, resultado
evidenciado por ABIMORAD (2001).

SILVA et al. (1999) ndo encontraram
diferencas significativas avaliando os métodos de
decantagdo na dgua Guelph e 0 método de dissecagdo
para a determinagdo da digestibilidade de alimentos
para o tambaqui, discordando dos resultados obtidos
no presente trabalho.

Corroborando os resultados do presente
trabalho, SPYRIDAKIS et al. (1989) concluiram que o
método de coleta de fezes com sistema de decantagdo
era 0 mais apropriado para trabalhos com
digestibilidade para peixes, pois ndo havia manipulagéo
dos peixes, ndo provocando estresse, e as fezes eram
coletadas automaticamente, & medida que eram
evacuadas.

No ensaio para observar a ocorréncia de
perda de nutrientes por lixiviagdo, nos diferentes
intervalos de tempo entre as coletas, através do método
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por decantacéo, as médias evidenciaram que ndo houve
diferencassignificativa nos valores do CDA__ para fezes
coletadas em intervalos de trinta minutos ou quatro
horas (Tabela 2). Mesmo ndo havendo diferenca
significativa entre os intervalos de trinta minutos e
quatro horas, foi possivel observar que houve uma
tendéncia de aumento no valor da digestibilidade com
0 aumento no intervalo de tempo de coleta, indicando
a ocorréncia de pequenas perdas de nutrientes por
lixiviagdo. Comparando estes resultados com o método
de dissecagdo, onde o tempo de lixiviagéo é zero, tem-
se uma diferenca significativa, sugerindo assim um
intervalo de tempo de coleta inferior a trinta minutos
para tentar diminuir ao maximo a perda de nutrientes e
superestimar os valores de CDA, , resultado também
encontrado por ABIMORAD (2001).

CONCLUSAO

Todos os métodos de coleta de fezes sdo
adequados para a realizacdo de ensaios de
digestibilidade com rés. Devido aos resultados obtidos
neste trabalho, estudos devem ser priorizados
comparando os métodos de dissecagdo sem espremer
o trato intestinal e de coleta de fezes por decantagéo,
com circulagdo de agua, com intervalos inferiores a
trinta minutos.
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