
Roberto Guimarães Júnior1

Sérgio Lúcio Salomon Cabral Filho2

Francisco Duarte Fernandes3

Lourival Vilela2

Geraldo Bueno Martha Júnior2

144
ISSN 1517-1469
Planaltina, DF
Abril, 2008

Técnico
Comunicado

Relação entre Pressão e 
Volume para Implantação 
da Técnica in vitro Semi-
automática de Produção de 
Gases na Embrapa Cerrados

1  Médico Veterinário, D.Sc., pesquisador da Embrapa Cerrados, guimaraes@cpac.embrapa.br
2  Zootecnista, D.Sc., professor da Universidade de Brasília (UnB), slcabral@unb.br
3  Engenheiro Agrônomo, M.Sc., pesquisador da Embrapa Cerrados, duarte@cpac.embrapa.br
4  Engenheiro Agrônomo, M.Sc., pesquisador da Embrapa Cerrados, lvilela@cpac.embrapa.br
5  Engenheiro Agrônomo, D.Sc., pesquisador da Embrapa Cerrados, gbmartha@cpac.embrapa.br

Introdução

Diversos métodos químicos e biológicos foram 
desenvolvidos para estimar a digestibilidade e a 
degradabilidade de alimentos, predizendo, assim, o 
seu valor nutritivo. Os ensaios in vivo envolvendo 
produção animal e digestibilidade são os métodos 
mais precisos para determinar o valor nutricional dos 
alimentos. Entretanto, requerem considerável uso de 
animais, alimentos, mão-de-obra, tempo e alto custo 
financeiro. Já os estudos in situ estão sujeitos a 
superestimar a degradação química e microbiana no 
rúmen, tendo em vista a perda de partículas pelos 
poros dos sacos de náilon, utilizados nessa técnica. 
Dessa forma, metodologias in vitro de avaliação de 
alimentos têm sido adicionalmente utilizadas para 
a determinação do valor nutricional de forrageiras, 
apresentando altas correlações com o consumo e 
a digestibilidade in vivo (ØRSKOV, 2002). Essas 
técnicas possuem menor custo, exigindo menor 
tempo de execução e apresentam melhor controle 
da condição experimental (FONDEVILLA; BARRIOS, 
2001).

A primeira geração de técnicas in vitro para 
avaliação de alimentos (TILLEY; TERRY, 
1963; MENKE et al., 1979; AUFRE¡RE, 1982) 
proporcionou a estimativa da digestibilidade 
potencial dos alimentos, porém com referência 
mínima à dinâmica de fermentação ruminal. Já 
a segunda geração desses métodos incorpora 
as estimativas da cinética de degradação no 
retículo-rúmen, tanto pela mensuração na 
degradação ruminal de alimentos em sacos de 
náilon incubados no rúmen (MEHREZ et al.,1977; 
ØRSKOV; MCDONALD,1979; ØRSKOV et al., 
1980; SAUVANT et al., 1985; MICHALET-
DOREAU et al., 1987), quanto pelas técnicas de 
produção de gases (BLUMMEL; ØRSKOV, 1993; 
PELL; SCHOFIELD,1993;  THEODOROU et al., 
1994; CONE et al., 1996; SILESHI et al., 1996; 
MAURÍCIO et al., 1999).

A técnica in vitro semi-automática de produção de 
gases (MAURÍCIO et al., 1999) é uma metodologia 
eficiente para estudar o valor nutritivo de alimentos. 
Essa técnica utiliza um transdutor semi-automático 
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acoplado a uma agulha, para mensuração da 
pressão no interior de frascos de vidro ao longo do 
processo fermentativo. Os valores de pressão são 
transformados em volume e, a partir daí, pode-se 
obter os valores de volume total de gases produzidos, 
bem como a produção de gases por hora. Essa 
metodologia se assemelha a outros procedimentos de 
digestibilidade in vitro que utilizam substrato moído, 
um meio de cultura anaeróbico e inóculo microbiano 
proveniente do fluido ruminal. O substrato pré-pesado 
é suspenso no meio anaeróbico, mantido a 39 ºC e 
o fluido ruminal fresco é adicionado como inóculo. 
A partir desse momento, a produção de gases da 
fermentação começa a ser registrada, possibilitando 
a descrição da cinética de fermentação (WILLIAMS, 
2000), uma vez que os gases produzidos durante 
o processo estão intimamente relacionados ao 
processo fermentativo dentro do rúmen (QUIN, 1943). 
Mould et al. (1999), avaliando silagens de milho em 
diferentes estágios de maturidade, comprovaram, 
especificamente para a técnica in vitro semi-
automática de produção de gases, a relação entre 
os gases liberados pelo processo fermentativo e a 
degradabilidade da matéria orgânica. Maurício et al. 
(2001), ao comparar silagens de sorgo por meio dessa 
técnica, também observaram correlações elevadas 
e positivas nos tempos 6, 12, 24, 48 e 96 horas 
de fermentação para todos os híbridos avaliados 
(BR700 r = 0,97; BR701 r = 0,99; BR601 r = 0,98; 
AG2002 r = 0,99), evidenciando que o volume de 
gás produzido refletiu o processo de degradação da 
matéria seca fermentada. Em estudo semelhante, 
porém comparando silagens de genótipos de girassol, 
ensilados em quatro diferentes épocas, Pereira et al. 
(2001) encontraram correlações 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-automática de produção de gases possibilita 
a avaliação de um grande número de substratos, 
apresenta alta repetibilidade e oferece a possibilidade 
de descrição da cinética da fermentação no rúmen, 
estimando a taxa e a extensão da degradação de 
diferentes alimentos e dietas. 

A utilização da "lei dos gases", de Boyle e Gay-
Lussac6, para estimação do volume de gases 
produzidos a partir de valores de pressão não é 
adequada para a técnica in vitro semi-automática 

de produção de gases, pois essa equação não leva 
em consideração a difusão dos gases na fase líquida 
(MAURICIO et al., 1999). Portanto, o pré-requisito 
para o uso da técnica é realizar sua calibração, 
considerando a relação entre pressão e volume 
para a condição específica do local em que a 
metodologia será utilizada. 

O objetivo deste trabalho foi determinar a relação 
entre pressão e volume para implantação da técnica 
in vitro semi-automática de produção de gases na 
Embrapa Cerrados.

Aplicações da técnica

A técnica de produção de gases possui várias 
aplicações. A sua maior utilização é para avaliações 
de forragens, seja entre espécies, condições de 
cultivo, entre genótipos, híbridos ou variedades de 
uma mesma espécie e efeitos de tratamentos físicos 
ou químicos sobre a fermentabilidade de diferentes 
substratos (PEREIRA, 2003). Por meio dessa 
técnica, também se pode avaliar o efeito associativo 
de alimentos e melhores níveis de inclusão de um 
determinado alimento na dieta (CAMPOS et al., 
2000). Ultimamente, com a crescente preocupação 
relacionada à emissão de gases de efeito estufa por 
ruminantes, essa metodologia também tem sido 
empregada para estimar o potencial de emissão de 
metano por ruminantes alimentados com diversos 
tipos de alimentos e dietas. 

Uma outra aplicação da técnica de grande interesse 
para a nutrição animal seria estimar o consumo. 
Segundo Blummel e Ørskov (1993), cerca de 90 % da 
variação na ingestão de matéria seca (MS) digestível 
se explica a partir do modelo exponencial ajustado à 
produção in vitro de gases. Esses autores observaram 
valores para os coeficientes de correlação de 0,86 a 
0,90 para a ingestão de MS digestível e o volume de 
gás produzido nos tempos de 8, 12, 24 e 36 horas. 
Rodrigues et al. (2002) concluíram que as constantes 
da produção in vitro de gases podem ser usadas para 
estimar o consumo voluntário de MS e MS digestível. 
Maurício et al. (2001) observaram correlações 
significativas entre os dados de produção de gases in 
vitro e os dados de digestibilidade in vivo. Blümmel e 
Ørskov (1993), além de encontrarem altas correlações 
(r = 0,88) entre os parâmetros de produção de 
gases e o consumo de MS, observaram também boas 
correlações desses parâmetros com a ingestão de 
MS digestível (r = 0,93) e taxa de crescimento dos 
animais (r = 0,95).

6  PG = Vs / Pa * Pt, sendo PG = produção de gases (ml); Vs = volume 
de gases na parte superior do frasco (ml); Pa = pressão atmosférica 
(psi); e Pt = pressão obtida pelo transdutor (psi).
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As técnicas de produção de gases e dos saquinhos 
de náilon avaliaram de forma semelhante (P>0,05) 
silagens de milho obtidas em diferentes estádios 
de maturidade (DIMARCO et al., 2002). Sileshi 
et al. (1996) e López et al. (1998) também 
constataram a possibilidade de estimar os dados 
de degradabilidade in situ por meio da técnica de 
produção de gases.

Origem dos gases

A produção de gases durante o processo de 
digestão de ruminantes é basicamente resultante da 
fermentação dos carboidratos, já que a fermentação 
da proteína produz baixa quantidade de gases e, 
na fermentação das gorduras, os gases podem ser 
desconsiderados (GETACHEW et al., 1998; MENKE 
et al., 1979). Os gases medidos pela técnica in vitro 
de produção de gases são gerados de forma direta, 
na fermentação das pentoses e hexoses, e de forma 
indireta, na neutralização dos ácidos graxos voláteis 
pelo tampão bicarbonato presente no líquido ruminal 
ou na saliva artificial (GETACHEW et al., 1998).

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

1 mol Hexose + 2 H2O →  2 Acetato + 2 CO2 + 
4 H2 

1 mol Hexose + 2 H2 → 2 Propionato + 2 H2O

1 mol Hexose →  1 Butirato + 2 CO2 + H2

CO2 + 4 H2 → CH4 + 2 H2

A produção de propionato é a única reação que 
não gera dióxido de carbono. A quantidade de 
gases diretos produzidos é variável em diferentes 
proporções molares de AGV (STERN et al., 1997; 
GETACHEW et al., 1998). Maiores produções são 
verificadas principalmente quando o substrato é 
fermentado à acetato e butirato. A fermentação 
ruminal da proteína produz amônia, que reage 
com o CO2 e precipita na forma de carbonato de 
amônia, diminuindo a quantidade de gases no frasco 
de fermentação (FONDEVILLA; BARRIOS, 2001). 
Substratos com elevada quantidade de carboidratos 
rapidamente degradáveis também tendem a produzir 
mais propionato e menos gases diretos (SARWAR 
et al., 1992). Em decorrência disso, Cone e Van 
Gelder (1999) recomendam a correção na produção 

final de gases de acordo com a quantidade de 
proteína da amostra e Williams (2000) propõe a 
avaliação da relação acetato:propionato no final da 
fermentação, quando da comparação de dados de 
produção de gases entre substratos diferentes. 

Fontes de variação da técnica

A preparação das amostras pode ser uma das 
fontes de variação dessa técnica. Isso porque, 
normalmente, os ensaios in vitro utilizam materiais 
moídos muito finos para garantir a homogeneidade 
em função da pequena quantidade de substrato 
utilizado. Segundo Mould et al. (2000), a redução 
do tamanho de partículas com o processo de 
moagem aumenta a taxa de degradação, pelo 
aumento da área superficial disponível para a 
colonização da microflora ruminal. Dessa forma, 
recomenda-se que os substratos empregados nesses 
ensaios tenham tamanho de partícula de 1 mm 
(MENKE et al., 1979; PELL; SCHOFIELD, 1993; 
THEODOROU et al., 1994; MAURICIO, 1999).

Outra fonte de variação é o fluido ruminal, pois esse 
pode variar em sua qualidade e homogeneidade 
de acordo com a espécie animal e suas condições 
fisiológicas, tipo de dieta fornecida, horário de 
coleta em relação ao horário de alimentação, entre 
outros fatores, que, em conjunto, podem afetar os 
perfis de degradação dos alimentos (SCHOFIELD, 
2000). Por isso, é importante que, nos trabalhos 
que utilizam a técnica de produção de gases, sejam 
descritas as condições em que o líquido ruminal foi 
obtido (espécie, raça, dieta, condição fisiológica, 
sexo e hora de coleta em relação ao horário de 
alimentação) (PEREIRA, 2003). 

Atenção também deve ser dada à manutenção dos 
valores de pH – entre 6,2 e 6,8 – e à temperatura 
da reação, que deve ser realizada a 39 ºC. Valores 
de pH inferiores a 6,0 prejudicam a atividade das 
bactérias celulolíticas (RUSSEL; DOBROWSKI, 
1980). Já o controle de temperatura a 39 ºC 
deve ser feito de forma criteriosa, pois a atividade 
microbiana, o volume de gases produzidos e 
a pressão são influenciados diretamente pela 
temperatura (SCHOFIELD, 2000).

Material e Métodos

O experimento foi realizado no mês de novembro 
de 2007, no Laboratório de Química Analítica da 
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Embrapa Cerrados, situada a 15º35’30’’ latitude 
Sul, 47º42’30’’ longitude Oeste e a uma altitude de 
1.007 m.

Foram utilizadas amostras de 1,0 g dos alimentos: 
capim estrela-roxa (Cynodon nemfuensis); fubá de 
milho; farelo de soja; capim-elefante (Pennisetum 
purpureum); capim-massai (Panicum híbrido 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 solução tampão, com o objetivo 
de corrigir a pressão produzida por outras fontes 
que não 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. Composição do meio de cultura.

Solução/reagente Quantidade

Tampão

NH4HCO3 (g/L) 4,0

NaHCO3 (g/L) 35,0

Água destilada (mL) 1,0

Macromineral

Na2HPO4.12H2O (g/L) 9,45

KH2PO4 (g/L) 6,20

MgSO4.7H2O 0,60

Água destilada (mL) 1,0

Micromineral 

CaCL2.2H2O (g/L) 132,0

MnCl2.4H2O (g/L) 100,0

CoCl2.6H2O (g/L) 10,0

FeCL3.6H2O (g/L) 80,0

Solução Rezasurina (g/L) 0,01

Meio B 6,25

Cisteína HCl (g) 950,0

Água destilada (mL) 40,0

1 M NaOH (mL) 6,25

Na2S.9H2O (g) 6,25

Fonte: Theodorou et al. (1994)

Em seqüência, os frascos foram vedados com rolhas 
de borracha (14 mm). Para evitar que qualquer 
tipo de fermentação ocorresse, os frascos foram 
mantidos a 4 ºC durante a noite. Cinco horas antes 

da inoculação, foram removidos da geladeira para 
estufa a 39 ºC até o momento da inoculação. O 
inóculo 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 fósforo e água à vontade. 
O líquido ruminal foi retirado manualmente com 
auxílio de uma mangueira plástica e armazenado 
em garrafas térmicas previamente aquecidas. No 
laboratório, o líquido ruminal foi filtrado através de 
duas camadas de panos de algodão sob injeção 
contínua de CO2 e mantido em banho-maria a 
39 ºC, sendo, em seguida, adicionados 10 mL do 
inóculo por frasco de fermentação.

As leituras de pressão foram realizadas por meio 
de um transdutor de pressão modelo PressData, 
conectado a uma válvula de três saídas, sendo uma 
saída ligada ao transdutor; outra, à uma agulha 
25 mm x 0,7 mm; e a terceira, à uma seringa 
graduada. As medições de pressão foram realizadas 
às 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48, 72 
e 96 horas de fermentação. Imediatamente após 
cada registro de pressão, o volume correspondente 
foi medido, por meio de uma seringa graduada, 
conforme demonstrado pela Fig. 1. 

Para determinar a equação de regressão entre 
os dados de pressão e volume, utilizou-se o 
procedimento PROC REG (SAS, 2000). 

Fig. 1. Sistema de medição de pressão e volume de gases.

Foto: Roberto Guimarães Júnior

Resultados e Discussão

Na Fig. 2, é demonstrada a relação entre pressão 
e volume a partir de resultados de 860 leituras de 
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pressão associadas ao volume correspondente. 
A equação quadrática que descreve essa relação, 
nas condições da Embrapa Cerrados, foi: volume 
(mL) = 4,50231 x pressão (psi) + 0,05164 x 
pressão2 (R2=0,996). O alto valor do coeficiente 
de determinação encontrado para a equação denota 
sua alta capacidade preditiva.

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 pressões 
atmosféricas, o que implicou maiores valores nas 
leituras de pressão de gás, em virtude da menor 
quantidade de gases diluídos na fase líquida. As 
diferenças entre as equações de regressão ratificam 
a importância da calibração da metodologia para 
condições específicas dos laboratórios onde a 
técnica in vitro semi-automática de produção de 
gases será utilizada.

Conclusões

A equação para transformação das leituras 
de pressão em volume de gases produzidos 
mensurados pela técnica in vitro semi-automática de 
produção de gases na Embrapa Cerrados é: volume 
(mL) = 4,50231 x pressão (psi) + 0,05164 x 
pressão2 (R2=0,996).
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