Comunicado

Introducao

Diversos métodos quimicos e biolégicos foram
desenvolvidos para estimar a digestibilidade e a
degradabilidade de alimentos, predizendo, assim, o
seu valor nutritivo. Os ensaios in vivo envolvendo
producao animal e digestibilidade sdo os métodos
mais precisos para determinar o valor nutricional dos
alimentos. Entretanto, requerem consideravel uso de
animais, alimentos, mao-de-obra, tempo e alto custo
financeiro. J& os estudos in situ estdo sujeitos a
superestimar a degradagcao quimica e microbiana no
rimen, tendo em vista a perda de particulas pelos
poros dos sacos de néilon, utilizados nessa técnica.
Dessa forma, metodologias in vitro de avaliagcao de
alimentos tém sido adicionalmente utilizadas para

a determinacao do valor nutricional de forrageiras,
apresentando altas correlacbes com o consumo e

a digestibilidade in vivo (GRSKOV, 2002). Essas
técnicas possuem menor custo, exigindo menor
tempo de execucdo e apresentam melhor controle
da condicdo experimental (FONDEVILLA; BARRIOS,
2001).
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A primeira geracao de técnicas in vitro para
avaliacao de alimentos (TILLEY; TERRY,

1963; MENKE et al., 1979; AUFRE;RE, 1982)
proporcionou a estimativa da digestibilidade
potencial dos alimentos, porém com referéncia
minima a dindmica de fermentacao ruminal. Ja
a segunda geracao desses métodos incorpora
as estimativas da cinética de degradacao no
reticulo-rimen, tanto pela mensuracao na
degradacao ruminal de alimentos em sacos de
ndilon incubados no rimen (MEHREZ et al.,1977;
@RSKOV; MCDONALD,1979; URSKOV et al.,
1980; SAUVANT et al., 1985; MICHALET-
DOREAU et al., 1987), quanto pelas técnicas de
producao de gases (BLUMMEL; ORSKOV, 1993;
PELL; SCHOFIELD,1993; THEODOROU et al.,
1994; CONE et al., 1996; SILESHI et al., 1996;
MAURICIO et al., 1999).

A técnica in vitro semi-automatica de producao de
gases (MAURICIO et al., 1999) é uma metodologia
eficiente para estudar o valor nutritivo de alimentos.
Essa técnica utiliza um transdutor semi-automatico
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acoplado a uma agulha, para mensuracao da
pressao no interior de frascos de vidro ao longo do
processo fermentativo. Os valores de pressao sao
transformados em volume e, a partir dai, pode-se
obter os valores de volume total de gases produzidos,
bem como a producao de gases por hora. Essa
metodologia se assemelha a outros procedimentos de
digestibilidade in vitro que utilizam substrato moido,
um meio de cultura anaerébico e inéculo microbiano
proveniente do fluido ruminal. O substrato pré-pesado
é suspenso no meio anaerdbico, mantido a 39 °C e

o fluido ruminal fresco é adicionado como indéculo.

A partir desse momento, a producao de gases da
fermentacao comeca a ser registrada, possibilitando
a descricao da cinética de fermentacao (WILLIAMS,
2000), uma vez que os gases produzidos durante

0 processo estao intimamente relacionados ao
processo fermentativo dentro do rimen (QUIN, 1943).
Mould et al. (1999), avaliando silagens de milho em
diferentes estagios de maturidade, comprovaram,
especificamente para a técnica in vitro semi-
automatica de producao de gases, a relacdo entre

os gases liberados pelo processo fermentativo e a
degradabilidade da matéria organica. Mauricio et al.
(2001), ao comparar silagens de sorgo por meio dessa
técnica, também observaram correlacoes elevadas

e positivas nos tempos 6, 12, 24, 48 e 96 horas

de fermentacao para todos os hibridos avaliados
(BR700r = 0,97; BR701 r = 0,99; BR601 r = 0,98;
AG2002 r = 0,99), evidenciando que o volume de
gas produzido refletiu o processo de degradacao da
matéria seca fermentada. Em estudo semelhante,
porém comparando silagens de gendtipos de girassol,
ensilados em quatro diferentes épocas, Pereira et al.
(2001) encontraram correlagées 0,99; 0,94; 0,98

e 0,98 para o V2000, Dk 180, M 734 e Rumbosol
91, respectivamente. Sendo assim, a técnica in vitro
semi-automatica de producao de gases possibilita

a avaliacao de um grande nimero de substratos,
apresenta alta repetibilidade e oferece a possibilidade
de descricao da cinética da fermentacao no rimen,
estimando a taxa e a extensao da degradacao de
diferentes alimentos e dietas.

A utilizacao da "lei dos gases"”, de Boyle e Gay-
Lussac®, para estimacdo do volume de gases
produzidos a partir de valores de pressao nao é
adequada para a técnica in vitro semi-automatica

¢ PG = Vs /Pa * Pt, sendo PG = producédo de gases (ml); Vs = volume
de gases na parte superior do frasco (ml); Pa = pressdo atmosférica
(psi); e Pt = pressao obtida pelo transdutor (psi).

de producao de gases, pois essa equacao nao leva
em consideracao a difusao dos gases na fase liquida
(MAURICIO et al., 1999). Portanto, o pré-requisito
para o uso da técnica € realizar sua calibracao,
considerando a relacao entre pressao e volume

para a condicao especifica do local em que a
metodologia sera utilizada.

O objetivo deste trabalho foi determinar a relacao
entre pressao e volume para implantacdo da técnica
in vitro semi-automéatica de producao de gases na
Embrapa Cerrados.

Aplicacdes da técnica

A técnica de producao de gases possui varias
aplicacdes. A sua maior utilizacdo é para avaliacdes
de forragens, seja entre espécies, condicdes de
cultivo, entre genétipos, hibridos ou variedades de
uma mesma espécie e efeitos de tratamentos fisicos
ou guimicos sobre a fermentabilidade de diferentes
substratos (PEREIRA, 2003). Por meio dessa
técnica, também se pode avaliar o efeito associativo
de alimentos e melhores niveis de inclusdo de um
determinado alimento na dieta (CAMPOS et al.,
2000). Ultimamente, com a crescente preocupacao
relacionada a emissao de gases de efeito estufa por
ruminantes, essa metodologia também tem sido
empregada para estimar o potencial de emissao de
metano por ruminantes alimentados com diversos
tipos de alimentos e dietas.

Uma outra aplicacdo da técnica de grande interesse
para a nutricdo animal seria estimar o consumo.
Segundo Blummel e @rskov (1993), cerca de 90 % da
variacdo na ingestdo de matéria seca (MS) digestivel
se explica a partir do modelo exponencial ajustado a
producao in vitro de gases. Esses autores observaram
valores para os coeficientes de correlacdo de 0,86 a
0,90 para a ingestao de MS digestivel e o volume de
gas produzido nos tempos de 8, 12, 24 e 36 horas.
Rodrigues et al. (2002) concluiram que as constantes
da producao in vitro de gases podem ser usadas para
estimar o consumo voluntario de MS e MS digestivel.
Mauricio et al. (2001) observaram correlacdes
significativas entre os dados de producao de gases in
vitro e os dados de digestibilidade in vivo. Blimmel e
Jrskov (1993), além de encontrarem altas correlacoes
(r = 0,88) entre os parametros de producao de
gases e o consumo de MS, observaram também boas
correlacoes desses parametros com a ingestao de
MS digestivel (r = 0,93) e taxa de crescimento dos
animais (r = 0,95).
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As técnicas de producao de gases e dos saquinhos
de nailon avaliaram de forma semelhante (P>0,05)
silagens de milho obtidas em diferentes estadios
de maturidade (DIMARCO et al., 2002). Sileshi

et al. (1996) e Lépez et al. (1998) também
constataram a possibilidade de estimar os dados
de degradabilidade in situ por meio da técnica de
producao de gases.

Origem dos gases

A producédo de gases durante o processo de
digestao de ruminantes é basicamente resultante da
fermentacao dos carboidratos, jd que a fermentacao
da proteina produz baixa quantidade de gases e,

na fermentacdo das gorduras, os gases podem ser
desconsiderados (GETACHEW et al., 1998; MENKE
et al., 1979). Os gases medidos pela técnica in vitro
de producao de gases sao gerados de forma direta,
na fermentacdo das pentoses e hexoses, e de forma
indireta, na neutralizacao dos acidos graxos volateis
pelo tampao bicarbonato presente no liquido ruminal
ou na saliva artificial (GETACHEW et al., 1998).

As estequiometria da fermentacao das hexoses
foram descritas por Hungate (1966) e encontram-se
demonstradas abaixo:

1 mol Hexose + 2 H,O0 — 2 Acetato + 2 CO, +
4 H,

1 mol Hexose + 2 H, — 2 Propionato + 2 H,O
1 mol Hexose — 1 Butirato + 2 CO, + H,

CO, + 4H,—>CH, + 2 H,

A producédo de propionato é a Unica reacao que

nao gera diéxido de carbono. A quantidade de
gases diretos produzidos é varidvel em diferentes
propor¢cées molares de AGV (STERN et al., 1997;
GETACHEW et al., 1998). Maiores producoes sao
verificadas principalmente quando o substrato é
fermentado a acetato e butirato. A fermentacao
ruminal da proteina produz aménia, que reage

com o CO2 e precipita na forma de carbonato de
amonia, diminuindo a quantidade de gases no frasco
de fermentacdo (FONDEVILLA; BARRIOS, 2001).
Substratos com elevada quantidade de carboidratos
rapidamente degradaveis também tendem a produzir
mais propionato e menos gases diretos (SARWAR
et al., 1992). Em decorréncia disso, Cone e Van
Gelder (1999) recomendam a correcdo na producéao

final de gases de acordo com a quantidade de
proteina da amostra e Williams (2000) propde a
avaliacao da relacao acetato:propionato no final da
fermentacao, quando da comparacao de dados de
producao de gases entre substratos diferentes.

Fontes de variacdao da técnica

A preparacado das amostras pode ser uma das
fontes de variacdo dessa técnica. Isso porque,
normalmente, os ensaios in vitro utilizam materiais
moidos muito finos para garantir a homogeneidade
em funcao da pequena quantidade de substrato
utilizado. Segundo Mould et al. (2000), a reducéao
do tamanho de particulas com o processo de
moagem aumenta a taxa de degradacao, pelo
aumento da area superficial disponivel para a
colonizacao da microflora ruminal. Dessa forma,
recomenda-se que os substratos empregados nesses
ensaios tenham tamanho de particula de 1 mm
(MENKE et al., 1979; PELL; SCHOFIELD, 1993;
THEODOROU et al., 1994; MAURICIO, 1999).

Outra fonte de variacao é o fluido ruminal, pois esse
pode variar em sua qualidade e homogeneidade

de acordo com a espécie animal e suas condicoes
fisiolégicas, tipo de dieta fornecida, horario de
coleta em relacado ao horario de alimentacéao, entre
outros fatores, que, em conjunto, podem afetar os
perfis de degradacao dos alimentos (SCHOFIELD,
2000). Por isso, é importante que, nos trabalhos
que utilizam a técnica de producao de gases, sejam
descritas as condicdes em que o liquido ruminal foi
obtido (espécie, raca, dieta, condicao fisiolégica,
sexo e hora de coleta em relacao ao horario de
alimentacao) (PEREIRA, 2003).

Atencao também deve ser dada a manutencao dos
valores de pH - entre 6,2 e 6,8 — e a temperatura
da reacao, que deve ser realizada a 39 °C. Valores
de pH inferiores a 6,0 prejudicam a atividade das
bactérias celuloliticas (RUSSEL; DOBROWSKI,
1980). Ja o controle de temperatura a 39 °C

deve ser feito de forma criteriosa, pois a atividade
microbiana, o volume de gases produzidos e

a pressao sao influenciados diretamente pela
temperatura (SCHOFIELD, 2000).

Material e Métodos

O experimento foi realizado no més de novembro
de 2007, no Laboratério de Quimica Analitica da
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Embrapa Cerrados, situada a 15°35'30’’ latitude
Sul, 47°42'30"" longitude Oeste e a uma altitude de
1.007 m.

Foram utilizadas amostras de 1,0 g dos alimentos:
capim estrela-roxa (Cynodon nemfuensis); fuba de
milho; farelo de soja; capim-elefante (Pennisetum
purpureum); capim-massai (Panicum hibrido vr.
Massai) e amendoim forrageiro (Arachis pintoi),
incubados em triplicata em frascos de vidro com
volume aferido para 160 mL, previamente lavados
e secos em estufa. Além dos frascos contendo
amostras, foram utilizados frascos contendo apenas
fluido ruminal e solucdo tampao, com o objetivo
de corrigir a pressao produzida por outras fontes
que nao os alimentos. Em cada frasco foram
adicionados manualmente, utilizando uma proveta,
90 mL de meio de cultura, conforme Theodorou et
al. (1994) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo do meio de cultura.

Solucao/reagente Quantidade
Tampao

NH,HCO, (g/L) 4,0
NaHCO, (g/L) 35,0
Agua destilada (mL) 1,0
Macromineral

Na,HPO,.12H,0 (g/L) 9,45
KH,PO, (g/L) 6,20
MgSO0,.7H,0 0,60
Agua destilada (mL) 1,0
Micromineral

CaCL,.2H,0 (g/L) 132,0
MnCl,.4H,0 (g/L) 100,0
CoCl,.6H,0 (g/L) 10,0
FeCL,.6H,0 (g/L) 80,0
Solucédo Rezasurina (g/L) 0,01
Meio B 6,25
Cisteina HCI (g) 950,0
Agua destilada (mL) 40,0
1 M NaOH (mL) 6,25
Na,S.9H,0 (g) 6,25

Fonte: Theodorou et al. (1994)

Em seqliéncia, os frascos foram vedados com rolhas
de borracha (14 mm). Para evitar que qualquer

tipo de fermentacao ocorresse, os frascos foram
mantidos a 4 °C durante a noite. Cinco horas antes

da inoculagcao, foram removidos da geladeira para
estufa a 39 °C até o momento da inoculagdo. O
in6culo utilizado foi proveniente de um bovino
adulto mantido em pastagem de Brachiaria brizantha
(com alta disponibilidade de forragem), sal mineral
contendo 9 g/kg de fésforo e d4gua a vontade.

O liquido ruminal foi retirado manualmente com
auxilio de uma mangueira plastica e armazenado
em garrafas térmicas previamente aquecidas. No
laboratério, o liquido ruminal foi filtrado através de
duas camadas de panos de algodao sob injecao
continua de CO, e mantido em banho-maria a

39 °C, sendo, em seguida, adicionados 10 mL do
inéculo por frasco de fermentacgao.

As leituras de pressao foram realizadas por meio
de um transdutor de pressao modelo PressData,
conectado a uma vélvula de trés saidas, sendo uma
saida ligada ao transdutor; outra, a uma agulha

25 mm x 0,7 mm; e a terceira, a uma seringa
graduada. As medicoes de pressao foram realizadas
as 2,4,6,8,10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48, 72
e 96 horas de fermentacdo. Imediatamente apds
cada registro de pressao, o volume correspondente
foi medido, por meio de uma seringa graduada,
conforme demonstrado pela Fig. 1.

Para determinar a equacdo de regressao entre
os dados de pressao e volume, utilizou-se o
procedimento PROC REG (SAS, 2000).

Fig. 1. Sistema de medicdo de pressédo e volume de gases.

Foto: Roberto Guimaraes Junior

Resultados e Discussao

Na Fig. 2, é demonstrada a relacdo entre pressao
e volume a partir de resultados de 860 leituras de
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pressao associadas ao volume correspondente.

A equacao quadratica que descreve essa relacao,
nas condicoes da Embrapa Cerrados, foi: volume
(mL) = 4,50231 x pressao (psi) + 0,05164 x
pressdo? (R2=0,996). O alto valor do coeficiente
de determinacao encontrado para a equacao denota
sua alta capacidade preditiva.

50,000 y = 4,50231 x pressdo + 0,05164 x pressdo”
R’=0,9962
45,000 ¢
.
40,000
35,000
30,000
25,000

20,000

Volume - mL

15,000
10,000

5,000

0,000
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000 10,000

Presséo - psi (Libra por polegada quadrada)

Fig. 2. Relacdo entre pressédo e volume obtida por meio da téc-
nica in vitro de producdo de gases durante a fermentacao de seis

substratos.

A equacédo encontrada difere das equacdes obtidas
em outras localidades, como no Centro de Energia
Nuclear na Agricultura — Cena [volume (mL) =
0,56 + 3,61 pressao (psi) + 0,18 pressédo2, (R?=
0,98)1; na universidade de Reading (Inglaterra)
[volume (mL) = 0,18 + 3,69 pressao (psi) +
0,08 P?, (R2= 0,99)]; e em Medelin [volume (mL)
= -0,1375 + 5,1385 pressao (psi) + 0,0777
pressdo? (P<0,0001; R = 0,99)] (MAURICIO et
al., 2003).

As diferencas encontradas nas equacdes estao
diretamente relacionadas com as diferencas de
altitude dos laboratérios. A Lei de Boyle define que
o volume ocupado por uma certa quantidade de gas,
a uma determinada temperatura, é inversamente
proporcional a pressao exercida sobre ele. Uma

vez que, em todos os ensaios, as mensuracoes
foram realizadas na temperatura padrao de 39 °C, a
altitude foi o Unico fator que influenciou a pressao.

Ao se comparar os valores correspondentes a

1 psi nos locais onde foram feitas as equacodes
referenciadas e a derivada deste trabalho, fica
evidente a influéncia ocasionada pela altitude na
leitura sobre a pressao e, conseqiientemente,
sobre o volume de gases correspondente. Em
Reading, na Inglaterra, a uma altitude de 66 m,

1 psi = 3,95 mL; no Cena, em Piracicaba, a uma
altitude de 780 m, 1 psi = 4,35 mL; em Medelin,
que fica a 2.142 m de altitude, 1 psi = 5,07 mL;
e, na Embrapa Cerrados, local onde realizou-se

o presente trabalho, a uma altitude de 1.007 m,

1 psi = 4,55 mL. Os locais situados em altitudes
mais elevadas apresentaram menores pressoes
atmosféricas, o que implicou maiores valores nas
leituras de pressao de gas, em virtude da menor
guantidade de gases diluidos na fase liquida. As
diferencas entre as equacodes de regressao ratificam
a importancia da calibracdo da metodologia para
condicdes especificas dos laboratérios onde a
técnica in vitro semi-automatica de producao de
gases serd utilizada.

Conclusoes

A equacao para transformacao das leituras

de pressdo em volume de gases produzidos
mensurados pela técnica in vitro semi-automatica de
producao de gases na Embrapa Cerrados é: volume
(mL) = 4,50231 x pressao (psi) + 0,05164 x
pressdo2 (R2=0,996).
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