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TECNICA DE PRODUCAO DE GAS:
ADAPTACOES AO METODO PROPOSTO PELO
IGER, UK

Luiz Roberto Lopes de S. Thiago'
Gustavo Eugénio Gerhard Barrocas?

Resumo — O objetivo deste trabalho foi validar o método
de avaliacao de alimentos para ruminantes, como proposto
pelo "Institute of Grassland and Environmental Research"
(IGER). Este meétodo é baseado na acumulacao de
produtos da digestao (gas) em garrafas fechadas de
volume fixo, e seu volume calculado em funcdo de
variacoes na pressao interna dessas garrafas. Resultados
mostraram que esta técnica é bastante simples, confiavel
e de custo relativamente baixo.

Abstract — The objective of this work was to validate a
method for ruminant feed evaluation, as proposed by the
Institute of Grassland and Environmental Research (IGER).
This method is based on the accumulation of fermentation
products (gas) in a fixed volume container and the volume
is calculated from internal pressure changes. Results
indicated this to be a simple, reliable and inexpensive
technique.

' Eng.-Agr., Ph.D., CREA N2 852/D-Visto 1522/MS, EMBRAPA-Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC), Caixa Postal 154, CEP 79002-970 Campo
Grande, MS.

2 Quimico, CRQ N2 02100222, EMBRAPA-CNPGC.



1 INTRODUCAO

A base de alimentacao para bovinos no Brasil € a
pastagem. Nesta condicdo, um nivel 6timo de producao
somente sera alcancado quando a disponibilidade de
nutrientes na matéria seca ingerida for capaz de suprir a
demanda nutricional dos animais em pastejo. Fatores
climaticos e edaficos interagem e afetam a qualidade da
forrageira, que, por sua vez, influencia o processo de
degradacao ruminal. O conhecimento dessas interacoes €
importante para se otimizar o desempenho animal. Existem
muitos métodos disponiveis para se medir qualidade da
dieta de cada um com suas possibilidades e problemas.
Dentre estes, estd o método da producao de gas (Menke
et al., 1979; Pell & Schofield, 1993; Theodorou et al.,
1993; Cone et al., 1995), o qual, basicamente, mede esta
producao a partir da fermentacao de uma amostra em
liquido ruminal tamponado.

O meétodo inicial proposto por Menke et al. (1979)
consiste na medida direta do volume de gas sob condicoes
normais de pressao atmosférica, e exige atencao continua
do laboratorista. Entretanto, nos outros trés métodos
citados, o gas produzido é acumulado em garrafas de
volume fixo e o volume determinado em funcao de
variacoes na pressao. Os métodos propostos por Pell &
Schofield (1993) e Cone et al. (1995) sao inteiramente
automatizados, exigindo um transdutor de pressdo para
cada garrafa. Esse fato envolve muito equipamento
eletrénico, além de limitar o numero de garrafas por
corrida (cerca de dezesseis). No método proposto por
Theodorou et al. (1993), as leituras de pressao e volume
sao feitas manualmente. Esse método usa somente um
transdutor de pressao, conectado a um amperimetro
digital, o que permite ampliar o niumero de garrafas por



corrida em até 80. O objetivo desta publicacao é divulgar a
técnica de producdo de gas proposta pelo Institute of
Grassland and Environmental Research (IGER), UK, em
funcdo da experiéncia adquirida no Laboratério de Nutricao
Animal da Universidade de Guelph, Canada, e do Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC), da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).

2 O METODO DO IGER

Este método foi desenvolvido por um grupo de
microbiologistas liderado pelo Dr. Michael K. Theodorou.
De acordo com o manual publicado pelo IGER ("Manual for
Gas Production Technique”, by Alison Brooks & Michael K.
Theodorou), as amostras moidas sao Iincubadas em
garrafas hermeticamente fechadas, mantidas a 39°C, com
um meio anaerdobico, inoculado com liquido ruminal.
Conforme a fermentacao avanca, o gas acumulado no
espaco superior dessas garrafas € medido usando-se um
transdutor de pressao conectado a uma valvula de trés
saidas. O valor desta pressao €é mostrado em um
amperimetro digital. Uma seringa, também acoplada a esta
valvula, é utilizada para registrar e liberar o volume
correspondente aos gases. As curvas de producao de gas
sao estabelecidas, repetindo-se as medidas e liberacdo dos
gases, a intervalos regulares, durante o tempo total de
incubacao.



3 MATERIAL E EQUIPAMENTOS
« Banho-maria com temperatura controlada para
operacao continua a 39°C.
« Kit para medir a producao de gas, fornecido pelo IGER,
incluindo um transdutor de pressao destacavel e um
amperimetro digital para leitura. Endereco para pedido:
Microbiology group
IGER, Plas Gogerddam
Aberystwyth, Dyfed SY23 3EB, UK
Tel.: (1970) 828-255, R.2500 - Fax: (1970) 828-357
E-mail: mike.theodorou@bbsrc.ac.uk '
« wvalvula de trés saidas capaz de adaptar agulhas
hipodérmicas 18G;
« garrafas de fermentacao (vidro borosilicato), 125 ml,
boca (DI X DE) 13mm x 20mm;
* lacres de aluminio para garrafas de fermentacao com
DE de 20 mm, topo aberto e sem revestimento;
« tampas de butileno para garrafas de fermentacao com
boca de 13mm x 20mm;
» seladores manuais para fixar lacres de aluminio em
garrafas de fermentacao de 20 mm de boca;
« seringas descartaveis de 5 ml, 20 ml e 60 ml.

4 REAGENTES

4.1 Preparo do meio de digestao

Quantidade = numero de garrafas x 85 ml.

Adicionar os ingredientes na ordem indicada a
seguir, permitindo a completa dissolucdo apds cada
adicao:
“ | DU USBENR. «.visis - 5 osimusme s sissmsmasn & § st § 4 waskie §§ Saiams 500 ml
* peptona (de digestao acida de caseina)................ 0,2g
* solucao micromineral.............ccocvveiiiiiiiinnnn., 0,1 ml



o  SOIGCHD TAMPAO.. . coese - mivosi snsmnss sasmss regmmns cosmmmnmns 200 ml
¢ Solcao MACTOMINMErAl: cssisnssive susinnssssmsnprsmsns 200 ml
LR o] [VIof: To I =1-1- V.4 U (] o I- D 1 ml

4.2 Preparo das solucdes

Todas as solucoes devem ser guardadas no escuro,
a uma temperatura de 4°C.

- Solucao micromineral (gramas por 100 ml):

Cloreto de calcio diidratado (CaCl,.2H,0) .................. 13,2
Cloreto de manganés diidratado (MnCl,.2H,0) ........... 8,18
Cloreto de cobalto hexaidratado (CoCl,.6H,0) ................ 1
Clorato farrieo (Pl . omvecmeammmmssesssinsssssmesamsmsies 4.8

- Solucao tampao (gramas por litro):
Bicarbonato de amonio (NH,HCO,) .....ccceeumscnsmsmninmivinims 4
Bicarbonato de sédio (NaHCO;)....coviviiiiiiiiiiiiiin. 3b

- Solucao macromineral (gramas por litro):
Fosfato de sdédio dibasico (Na,HPO,) ......................... 3.75
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) ................... 6,2
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0,.7H,0) ...... 0,6

- Solucao de resazurina (gramas por 100 ml):
Resazurina (indicador redoX) .....covveiiiiiiiiieiiiieeeeannnns 0,1

4.3 Preparo do agente redutor
Quantidade = numero de garrafas x 5 ml.

- Solucao n® 1:
Agua destilada......... couueeeeiieeeeee e 47,5 ml
CASTEINE CIOTDIMOTEED <os-vuins sosinasmns sommesimnmss sesass wsms 0,625 g



10

- Solucao n® 2:
Agua destilada.......cs +esrrssosmcosssnnnnsrsnnsmsnsssansmannsns 47,5 ml
Sulfeto de sodio nonahidratado (Na,S.9H,0) ........ 0,625 g

Imediatamente antes do seu uso e dentro de uma
capela, transferir a solucao n* 1 para uma garrafa limpa.
Em seguida adicionar a solucao n® 2. Tampar a garrafa
rapidamente, agitando para misturar bem os componentes.

4.4 Preparo do inoculo de rimen

Quantidade = numero de garrafas x 5 ml.

O material do rumen é retirado via fistula ruminal,
espremido com as maos, e o liquido ruminal coletado em
um funil grande, revestido com |a de vidro e quatro
camadas de gaze. O liquido filtrado € recolhido
diretamente em uma garrafa térmica pré-aquecida (39°C),
e imediatamente levado para o laboratoério.

4.5 Marcha analitica

Dia 1: Pesar duas repeticoes de 0,5 grama de
amostra de forrageira seca a 65°C, moida e passada em
peneira de 1 milimetro, e transferir para garrafas de
fermentacao identificadas. Fechar as garrafas com as
tampas de butileno, reservando trés garrafas para controle
(prova em branco).

Dia 2: No periodo da tarde, adicionar em cada
garrafa 85 mililitros do meio de digestao, gaseificar com
CO,, e fechar imediatamente. Na capela, adicionar
rapidamente 5 mililitros do agente redutor e novamente
gaseificar com CO,, tampando e, em seguida, selando com
o lacre de aluminio. Verificar que a cor muda para rosa e
logo comeca a desaparecer, devagar, estando completa a
reducao quando a solucao ficar incolor. Guardar as
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garrafas em geladeira a 4°C durante a noite. Ligar o banho-
maria (39°C) para pernoite.

Dia 3: Retirar as garrafas da geladeira e coloca-las
em banho-maria (39°C), trés horas antes do inicio da
inoculacao. Poucos minutos antes do tempo inicial de
iIncubacao, inocular cada garrafa com 5 mililitros de liquido
ruminal, em ordem sequencial, usando uma seringa de 5
mililitros acoplada a uma agulha 16G x 1,5 polegada. No
exato tempo Inicial de incubacao, também em ordem
sequencial, zerar a pressao em todas as garrafas, usando o
sistema de medicao de pressao aberto, para a saida de
gas. A partir deste momento, inicia-se o processo de
fermentacao, seguindo-se o0s horarios das leituras
previamente programados. Neste momento, cada garrafa
deve conter 0,5 grama de amostra, 85 mililitros do meio
de digestao, 5 mililitros do agente redutor e 5 mililitros de
inéculo. '

4.6 Medidas da pressao

. Conectar a valvula de trés saidas ao
transdutor de pressao e amperimetro digital. Fixar na saida
de baixo desta valvula, uma agulha 23G x 1 polegada.

. Comecar a leitura na mesma seqliéncia usada
para inoculacao, verificando que a torneira da valvula de
trés saidas esteja posicionada no sentido garrafa-
transdutor de pressao.

. Inserir a agulha através da tampa de butileno
no espaco vazio da garrafa e registrar a leitura obtida no
amperimetro digital.

Nota: Registrar o maior valor primeiramente mostrado no
visor.

. Dentro do menor tempo possivel, fixar uma
seringa plastica (60 ml, 20 ml ou 5 ml, dependendo do



12

valor da pressao obtida) na saida lateral da valvula de trés
saidas. Gira-se a torneira no sentido horario, mudando o
fluxo de gas entre garrafa-seringa. Lentamente, puxar o
émbolo da seringa de forma a retirar o gas acumulado na
garrafa. A leitura de pressdao de gas também vai caindo.
Continuar até que a mesma alcance 0,00 (+0,04). Retirar
em primeiro lugar a agulha da garrafa e retorna-la ao
banho-maria. Em seguida, retirar a seringa da valvula de
trés saidas, registrar o volume de gas obtido, eliminando-o
logo apés em um ambiente ventilado.

Observacdao: Nunca esvaziar a seringa enquanto a mesma
estiver fixada a valvula de trés saidas, visto que este
procedimento pode danificar a membrana do transdutor de
pressao.

5 CALCULOS

Um programa para computador foi desenvolvido
pelo Dr. Jan C. Plaizier (University of Guelph, Canada),
para calcular producao acumulativa de gas. Regressoes
lineares sao determinadas para a pressao e volume de gas
obtidos em cada um dos tempos de incubacao para todas
as repeticoes de amostras e provas em branco. Essa
equacao de regressao obtida € usada para calcular os
volumes esperados de gas, correspondentes aos
respectivos valores de pressao. Para cada amostra, o
volume médio de gas €, inicialmente, corrigido pelo branco
em cada tempo de incubacdao, e apds, é calculado o
volume médio de gas acumulado. Esses calculos sao
efetuados usando-se um macro desenvolvido em Quattro
Pro (® Borland. Inc.) versao 4.

Os componentes cinéticos da producdao de gas
podem ser estimados por regressées nao-lineares do
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tempo de incubacdo com o volume médio de gas
acumulado calculado anteriormente, usando a equacao
logistica de dois compartimentos propostos por Schofield
et al. (1994). Esse procedimento de regressao nao-linear é
realizado pelo programa SAS (SAS, 1990).

Modelo:

V= A/1+expl2+4B(c-t)] + D/1 +expl2+4E(c-t)]

Onde:

V = volume de gas

T = tempo de incubacao

A = volume de gas na fracao rapida

B = taxa especifica da fracao rapida

C = tempo de espera ("Lag time")

D = volume de gas na fracao lenta

E = taxa especifica da fracao lenta

Programa do SAS:

Title ‘name of the experiment’;

Options Is = 100;

Data one;

Infile ‘name of the file with data’;

Input id $ time gascumm;

Proc sort; by id;

Proc nlin best=6; by id;

Parms A = 60 to 100 by 10 B = 0.06 to 0.12 by
0.01C =0to10by 1D =80to 120 by 10 E =
0.01 to 0.05 by 0.01;

Model gascumm = A/(1+exp(2+4*B*(C-time))) +
D/(1 +exp(2+4*E*(C-time)));

Output out =plot predicted = ghat residual =resid;
Proc print; by id;

Var time gascumm ghat resid;

Run;




14

6 RESULTADOS

A significancia biolégica dos valores obtidos com a
técnica da producdo de gas € confirmada pela alta
correlacdo linear encontrada entre o volume de gas
produzido pela fermentacao da matéria seca com a sua
correspondente perda, em cada tempo de incubacao (base
residuo permanecente na garrafa de digestao), conforme
resultados encontrados para gramineas fenadas ou
ensiladas (Thiago et al., 1997): feno: y=17,5+0,494x,
R?=0,99; silagem: y=32,6+0,387x, R*=0,97.

Para as forragens tropicais, em geral com altos
teores de fibra em detergente neutro e baixos teores de
proteina bruta, a composicao do meio de digestao talvez
nao seja adequada para atender ao processo de
fermentacao, principalmente na sua fase inicial. Isto
poderia reduzir as chances de serem detectadas possiveis
diferencas qualitativas entre forragens. Com o objetivo de
cobrir eventuais deficiéncias, foram adicionados ao meio
de digestdao nutrientes protéicos (00,0865 gramas de
uréia/901 mililitros do meio de digestao) e energéticos
(0,447 gramas de glicose/901 mililitros do meio de
digestao). Os resultados mostraram que a adicao isolada
de cada nutriente contribuiu para aumentar as diferencas
entre as taxas de degradacao das duas forragens
estudadas, embora sua  adicao em conjunto,
aparentemente, nao tenha produzido o mesmo efeito (Fig.
1). A adicao de nutrientes, bem como mudancas na
relacao liquido ruminal e mistura tamponante, é area ainda
nao investigada e, potencialmente, interessante de ser
modificada. |
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1. Curvas acumulativas de producao de gas de
Brachiaria decumbens nova (BN) e madura (BV).
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7 COMENTARIOS FINAIS

A técnica de producao de gas mede tanto a
digestibiidade de uma forragem como os parametros
cinéticos da digestao, baseada na liberacao dos produtos
de fermentacao.

Trata-se de uma técnica simples, confiavel e de
baixo custo, tornando-a atrativa para qualquer laboratodrio
envolvido em estudos qualitativos de forragem para
ruminantes. A sua Investigacao envolve um animal
fistulado e permite trabalhar-se com até 80 amostras por
corrida. O seu potencial para uso na pesquisa com
ruminantes € muito amplo, e a mesma vem despertando
grandes interesses em muitos laboratdrios espalhados pelo
mundo.
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