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Resumo: procurou-se mostrar, no presente estudo, a
aplicagdo da técnica semi-automatica in vitro de produgdo
de gases para avaliacdo de alimentos. E uma técnica
ndo invasiva que reproduz eficientemente o modelo de
fermentacdo da microbiota do trato digestorio. Além disso
é barata, acessivel, de facil execu¢do e pode, com minimos
recursos, ser implantada com rapidez e eficiéncia. Apesar de
recente, essa técnica vem se difundindo com boa aceitagdo
para simulacdo laboratorial da cinética da digestdo e da
qualidade dos alimentos.

Palavras-chave: producdo de gas in vitro, alimentos, animais

s modelos dinamicos da digestdo fornecem estimativa
dos valores nutritivos dos alimentos, com a mudanga da
dieta, da populag@o microbiana e do estado fisiologico
do animal, além de informagdes sobre os fatores que deprimem
os processos digestivos (MERTENS, 1993). Com a estimativa
das variaveis da cinética dos nutrientes no trato gastrintestinal,
¢é possivel o fornecimento de dietas mais adequadas que visem a
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maxima eficiéncia de sintese de proteina microbiana e a reducao
das perdas energéticas e nitrogenadas decorrentes da fermenta-
¢do ruminal, com observacao, entre os alimentos, da sincroniza-
¢d0 na degradagdo de nitrogénio e carboidratos no rimen.

Os sistemas atuais de adequacao de dietas para ruminantes
necessitam de informagdes sobre o alimento no que diz respeito
as suas fra¢des de carboidratos e proteinas, bem como de suas
taxas de digestdo, para que se possa estimar com maior exati-
dao o desempenho dos animais ¢ maximizar a eficiéncia de uti-
lizacao dos nutrientes (RUSSELL et al., 1992; SNIFFEN et al.,
1992; FOX et al., 1992).

Os métodos para avaliar alimentos para ruminantes, até o
inicio do ano de 1980, forneciam apenas estimativa da digestibi-
lidade potencial dos alimentos, com pouca referéncia a dindmica
da fermentagdo ruminal. Uma segunda gera¢do dos métodos foi
desenvolvida, incorporando estimativas da cinética de degrada-
¢a0 do reticulo-rumen (VALENTIN et al., 1999).

Muitos métodos estimam a digestibilidade ou degradabili-
dade para predizer o valor nutritivo dos alimentos. Técnicas in
vitro permitem a avaliacdo rotineira da fermentacdo no rumen
empregando a fragdo liquida do contetido ruminal como in6culo,
como a desenvolvida por Tilley e Terry (1963), ou do método de
producdo de gases (MENKE et al., 1979). Diversos estudos t€ém
indicado que, no método in vitro, a digestibilidade da MS ou da
fibra inicia-se na propria forragem, independentemente da fon-
te de indéculo ruminal (MARINUCCI et al., 1992). Entretanto,
outros estudos indicam que hé efeitos significativos da fonte de
in6culo sobre a digestibilidade da MS (NELSON et al., 1973;
GRANT et al., 1974). Atualmente, metodologias de avaliacdo
dos alimentos para ruminantes objetivam rapidez, baixo custo
e confiabilidade. Uma técnica in vitro répida segura e de boa
precisao foi desenvolvida por Pell, Schofield e Stone (1994). Ela
avalia a digestibilidade do alimento in vitro quanto a producao
cumulativa de gases, (CO2 e CH4).

A técnica de producdo de gases foi descrita a partir dos
anos 40 (QUIM apud GETACHEW et al., 1998). Um método
manométrico para mensuragdo de microrganismos ruminais foi
descrito por McBee em 1953. Posteriormente esse método foi
modificado por Hungate (PELL et al., 2000). A técnica com se-
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ringas graduadas impulsionou as técnicas existentes, permitindo
mensuracdo mais acurada dos gases oriundos do processo fer-
mentativo (MENKE et al. apud PELL et al., 1994).

A técnica de produgdo de gases mede tanto a digestibilida-
de de uma forragem como os parametros cinéticos da digestdo,
baseada na liberagao dos produtos de fermentagdo. Trata-se de
uma técnica simples, confiavel e de baixo custo, tornando-a atra-
tiva para qualquer laboratorio envolvido em estudos de forra-
gem para ruminantes. A sua investigacdo envolve um animal
canulado no rimen e permite trabalhar com varias amostras por
corrida. O seu potencial para uso na pesquisa com ruminantes ¢
muito amplo e essa pesquisa vem despertando grandes interesses
em muitos laboratdrios espalhados pelo mundo.

O método com a inclusdo de sistema computadorizado de mo-
nitoramento automatico da digestao apresentou aumento de sua pra-
ticidade e de sua precisdo. Com esse sistema, sdo obtidas estimati-
vas do tempo de colonizagio, a taxa de degradagdo ¢ a extensao da
degradacdo mais rapidamente que em outras técnicas.

O método de Menke et al. (1979) consiste na medida direta
do volume de gas sob condi¢des normais de pressdo atmosférica,
necessitando de constante assisténcia do técnico de laboratorio.
No entanto, Valentin et al. (1999), comparando as técnicas de
degradabilidade in vitro e a produgdo de gases pelo método de
Menke et al. (1979), concluiram que as correlagdes entre os re-
sultados das duas metodologias ndo foram suficientemente fortes
para predizer pardmetros de degradabilidade, provenientes dos
pardmetros de producao de gases. Por outro lado, Pell e Schofield
(1993) e Theodorou et al. (1994) aperfeicoaram a metodologia de
producdo de gases que sdo acumulados em frascos de volume
fixo, conhecido e calculado segundo as variagdes na pressao, o
que a tornou mais precisa, confidvel e segura.

Considerando as vantagens da técnica de producdo de ga-
ses, como sua simplicidade de uso e a possibilidade de processar
grande niimero de amostras em curto espaco de tempo, ¢ im-
portante testar esta técnica com fontes alternativas de alimentos
para ruminantes, buscando validar correlagdes entre a degrada-
bilidade in situ e os pardmetros de producgdo de gases (BARCE-
LOS et al., 2001). A técnica com monitoramento computadori-
zado de produgdo de gases para avaliar in vitro a degradagao de
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forragens, desenvolvida por Pell e Schofield (1993), baseia-se no
fato de os produtos da fermentagdo resultarem da fermentacao
dos carboidratos (soluveis e insoliveis). Portanto, as taxas de de-
gradacdo, calculadas com base na producao de gases, refletem as
taxas das fragOes soluveis e insoluveis.

Segundo estes mesmos autores, nas condi¢cdes em que 0s
nutrientes ndo sejam limitantes, a producdo de gases pode ser a
medida direta do crescimento microbiano e, em alguns aspec-
tos, pode ser o melhor indice para medir a energia metabolizavel
produzida.

A técnica de producdo de gases considera a conversdo de
todas as principais fontes ricas de energia metabolizavel, como
pectinas, amido, celulose e hemicelulose, em CO2 ¢ CH4. Assim,
esse método pode ser utilizado para determinar a importancia de
algumas dessas diferentes fra¢des do alimento quanto a fornecer
energia aos microorganismos (PELL e SCHOFIELD, 1993).

A técnica de produgao de gases (MENKE et al., 1979; PELL
e SCHOFIELD, 1993; THEODOROU et al., 1994) consiste basi-
camente em medir a produgdo total de gas liberada pela fermen-
tacdo de uma amostra incubada em liquido ruminal tampona-
do. As vantagens dessa técnica sobre as outras técnicas in vitro,
como a de Tilley e Terry (1963) para a avaliacdo de alimentos,
foram destacadas por Bliimmel e Orskov (1993), e Makkar et
al. (1995). Outros métodos in vitro sdo baseados em mensura-
¢oes gravimétricas que seguem o desaparecimento do substrato
(componentes que podem ou ndo contribuir para a fermentagao),
enquanto a mensuragao de gas se concentra no surgimento de
produtos de fermentagao (substancias soliveis, mas nao fermen-
taveis, ndo contribuem para a producao de gases). Essa diferenca
no principio do método faz com que essa técnica apresente alta
correlacdo com a digestibilidade in vivo. Além disso, o método
de producdo de gases tem como vantagem determinar a cinética
de fermentagdo em uma Unica amostra, sendo necessaria uma
quantidade relativamente pequena, permitindo que um maior
numero de amostras possa ser avaliado ao mesmo tempo. Esse
método apresenta como desvantagem o baixo peso da amostra a
ser incubada, o que dificulta a homogeneidade do material.

Um modelo matematico de interpretagdo para a producao
acumulada de gases foi proposto por France et al. (1993). Esse
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modelo estima a degradacdo ruminal dos alimentos pela micro-
biota e a produgdo de gases, expressando seus resultados numa
curva especifica, tendo sido usado correntemente para estima-
¢oes de avaliacdes semelhantes.

Theodorou et al. (1994) apresentaram a simplificagdo do
método de determinacgdo da cinética de fermentacdo de alimen-
tos em ruminantes pela técnica de producdo de gases, usando
um transdutor para leitura. O método do transdutor de leitura,
acoplado a uma seringa para verificagao da pressdo cumulada de
gases, através da técnica semi-automatica, foi utilizado por Mau-
ricio et al. (1998) propondo-se alteragdes na técnica anterior. Re-
sultados semelhantes com utilizagdo da técnica semi-automatica
de produgdo de gases e leitura através de transdutor acoplado
foram obtidos em estudos posteriores de avaliacdo de alimentos
para ruminantes por Mauricio et al. (1999b), comparando os re-
sultados com os obtidos por Theodorou ef al. (1994). A medida
da pressdo foi usada para estimagao da produg¢ao acumulada de
gas, por meio de uma funcdo quadratica derivada simultanea-
mente da medida da pressdao e do volume dos gases para ob-
tencdo da avaliagdo final. Os autores implementaram modifica-
¢Oes na técnica a fim de reduzirem-se os erros operacionais ¢ a
redu¢do no volume de material utilizado (frascos). A etapa da
mensuracao do volume de gases na seringa foi abolida e a leitu-
ra passou a ser realizada apenas com um transdutor de pressao.
Esse ¢ diretamente conectado com uma agulha hipodérmica a
um mostrador digital que, por sua vez, esta ligado a um compu-
tador. Essa conexdo entre o mostrador e o computador permite
o registro da pressdo dos gases existentes nos frascos automa-
ticamente. No momento da leitura, os frascos sdo retirados da
estufa, ventilada a 39°C, para introdu¢do manual das agulhas,
conectadas ao transdutor, nas tampas de borracha dos frascos.
Apos a leitura, o transdutor é removido, mas a agulha permanece
no frasco, inserida na tampa de borracha, permitindo a saida dos
gases do interior do mesmo frasco e igualando-se as pressoes,
do frasco e a atmosférica. Apos a estabilizacdo, a agulha ¢ re-
tirada, e os frascos retornam a estufa ventilada, permanecendo
14 até a proxima leitura. Os frascos sdo retirados da estufa em
horarios pré-determinados para leitura da pressdo dos gases e
determinagdo gravimétrica da degradagdo da matéria organica

361



362

e da matéria seca. O processo de fermentacdo para as leituras
gravimétricas € interrompido pelo abaixamento rapido da tem-
peratura dos frascos a 4°C, obtido pela manutengdo dos mesmos
em freezer comum. O material é entdo filtrado em cadinhos de
vidro com porosidade um micra (Ip). O residuo da filtragem ¢
seco em estufa e, posteriormente, calcinado, para determinagao
da degradacdo da matéria seca e da matéria organica. Conclui-se
que a técnica utilizada ¢ mais simples, de baixo custo operacio-
nal e de alta capacidade de avaliacdo da producdo cumulativa
de gas, facilitando sua utilizagdo em sistemas de complexidade
variavel e utiliza¢des improprias.

Em sua revisdo, Getachew et al. (1998) estabeleceram as-
sociagdes entre a fermentagdo ruminal e a producao de gases,
referenciando que essas avaliagdes quantitativas advém dos anos
1940. Os autores descrevem a técnica para avaliagdo de alimen-
tos pela produgdo cumulativa de gés, ressaltando suas vantagens
e desvantagens, com énfase para a estequiometria e origem dos
gases produzidos. Salienta-se, nesse estudo, a consideracdo da
incorporacdo do substrato pela microbiota para mensuragdo e
acuracia eficazes. Salienta-se ainda que, quando se incuba ali-
mentos in vitro em liquido ruminal tamponado, ocorrem fermen-
tagdo dos carboidratos em AGV’s, gases diversos (principalmen-
te CO2 e CH4) e células microbianas. Para Blimmel e Orskov
(1993), os gases produzidos e mensurados na técnica in vitro de
producdo de gases sdo oriundos de duas fontes: da produgdo di-
reta de gases (CO2 e CH4), com base na fermentagdo microbiana
dos substratos utilizados (1); e da produgdo indireta, quando os
gases produzidos sdo oriundos da reacao entre os AGV’s e a so-
lu¢do tampao (CO2, liberado com base no bicarbonato presente
no tampao) (2).

Hexose + NH3 — microbiota + AGV’s + CH4 + CO2
1

AGV’s + NaHCO3 — NaAGV’s + CO2 + H20 (1)
)]

A producdo de gases ¢ basicamente o resultado da fermen-
tacdo microbiana dos aglicares em acetato, propionato e butirato
(WOLIN, 1983). Outras substancias podem, no entanto, ser meta-
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bolizadas ou influenciar no metabolismo da microbiota alterando
seu crescimento e, em conseqiiéncia, a producdo de gases. Como
exemplo citam-se o amido, a glicose e a arabinose, que possuem
producdes de gases similares. O volume de gases produzido do
malato e do citrato &, aproximadamente '3 e % do produzido por
esses acucares, respectivamente (PELL et al., 2000). Além da
producdo diferenciada de gases entre os actcares e acidos or-
ganicos, os ultimos sdo intermediarios de vias metabolicas, in-
fluenciando o desenvolvimento da microbiota (MARTIN, 1998;
LOPEZ et al., 1999).

As produgdes direta e indireta de gases estdo diretamente
relacionadas a produgdo de AGVs. Experimentos de Bliimmel e
@rskov (1993), Getachew et al. (1993) e Getachew et al. (2000)
relacionam correlagdo acentuada entre a producdo de AGV’s e o
volume dos gases produzido in vitro.

Gizzi et al. (1998) compararam os parametros de fermenta-
¢do ruminal obtidos com técnica in vitro com culturas estritamen-
te anaerobicas e com a técnica in vivo, analisando a composicao
da microbiota, os pardmetros bioquimicos do fluido ruminal e a
degradabilidade do alimento. Nos tempos de incubagdo estuda-
dos, os resultados de degradabilidade e os parametros do fluido
ruminal foram similares em ambas as técnicas.

A estimagdo da cinética da degradagdo ruminal da matéria
seca ¢ da FDN foi estudada por Malafaia et al. (1999) através da
técnica semi-automatica de producdo de gases. Os autores estima-
ram a producdo cumulativa de gés de algumas forrageiras tropicais
e da silagem de milho e encontraram um coeficiente de variagdo em
ambas as variaveis — MS e FDN —, especialmente apds 12 horas de
incubacdo. Uma forte correlacdo linear foi encontrada entre a pro-
dugdo cumulativa de gés e a degradagdo da FDN.

Olivera (1998) utilizou a técnica semi-automatica de produ-
¢ao de gases in vitro para estimar as fragdes soluveis e insoli-
veis de forragens. O autor comparou amostras integrais, lavadas
em sacos de nailon, e lavadas e filtradas em papel de filtro n. 1
(Whatman). A producao de gases foi significantemente mais alta
nas forragens integrais. A taxa de producdo de gases na fragdo
insoluvel foi similar nas amostras provenientes dos sacos de nai-
lon e nas amostras filtradas em papel de filtro, sugerindo diferen-
¢as entre os métodos.
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A estimativa de digestao de carboidratos ndo-fibrosos (CNF)
e da fracdo insoluvel em detergente neutro (FDN) foi avaliada
pela técnica semi-automatica in vitro de producdo de gases no
capim elefante e Tifton 85, em idades diferentes de corte, fe-
nos de alfafa e de Coast cross, silagens de milho, sorgo e cana-
de-actcar. O capim elefante e o capim tifton 85 apresentaram
pequena e elevada produgdo de gases, respectivamente. O feno
de alfafa, as silagens de milho e sorgo, e a cana-de-agucar apre-
sentaram elevado volume de gas oriundo dos CNF (CABRAL et
al., 2000).

Campos et al. (2000a) realizaram testes preliminares de um
sistema computadorizado de monitoramento da produgdo de ga-
ses in vitro. O objetivo foi de facilitar os estudos da degradacao
das fragdes soluveis e insoluveis das forragens, quantificados
pela produgdo de CO2 e CH4, provenientes do metabolismo mi-
crobiano ruminal, medidas por um sensor de pressao. Avaliou-se
a quantidade de amostra (50 a 110mg de feno de alfafa), além
da quantidade de fluido ruminal (2 a 3mL), com ou sem barras
magnéticas agitadoras no frasco, para 100 mg de feno de alfafa.
Concluiram que 100mg de amostra em 2 mL de fluido ruminal,
sem barra magnética agitadora, proporcionaram menores coefi-
cientes na variacao da produ¢do de gases e, em conseqiiéncia,
maior precisdo na curva de digestdo. O mesmo sistema de mo-
nitoramento computadorizado da produ¢do de gases foi usado
por Campos et al. (2000b), comparado aos métodos in vivo e
in situ, para a matéria seca de silagens de milho com alto/baixo
teores de matéria seca, com/sem inoculante. A digestibilidade
das silagens com alto teor de matéria seca, com/sem inoculantes
ndo apresentou diferengas entre os métodos utilizados. Quan-
to ao efeito do inoculo, separadamente, diferiu nos métodos in
vitro/gas e in situ, mas ndo no in vivo. Nao houve diferencas na
digestdo da FDN das silagens com alta ou baixa MS, inoculadas
ou ndo. O desaparecimento da MS e FDN quantificada pelo re-
siduo no sistema in vitro/gas foi semelhante aos demais métodos
avaliados. Em trabalho semelhante de comparagdo, Campos et
al. (2000c) avaliaram a digestibilidade da MS das silagens pelo
gas produzido na fermentacgdo, através dos resultados da exten-
sdo da degradacdo (A + D), e ndo encontraram diferenca entre os
tratamentos analisados.
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A digestibilidade in vitro da matéria seca de quatro volumo-
sos exclusivos e suas combinagdes na proporc¢ao de 50% na MS,
pela producdo de gases, foi avaliada por Campos et al. (2001).
Avaliou-se cana-de-agucar; cana-de-agucar + silagem de milho;
cana-de-agucar + capim elefante com 60 dias; cana-de-agucar +
capim elefante com 180 dias; silagem de milho; silagem de milho
+ capim elefante com 60 dias; silagem de milho + capim elefante
com 180 dias; capim elefante com 60 dias e capim elefante com
180 dias. Os autores concluiram que a associagao de volumosos,
em alguns casos, pode diminuir a digestibilidade da MS de volu-
mosos de melhor qualidade. Sugeriram também que a proporgao
de 50% de MS de associacdo de volumosos ao capim elefante,
com 60 dias, pode ser uma alternativa vidvel em nutri¢ao de ru-
minantes, porém com menores taxas de degradacao.

Gongalves et al. (2001) estudaram a cinética de degradagao
ruminal de carboidratos de amostras de feno de alfafa, capim ele-
fante, feno de Tifton 85 e silagem de milho fornecidas a cabras,
em diferentes proporcdes concentrado:volumoso. Os autores uti-
lizaram a técnica de produc¢ao cumulativa de gases in vitro, para
a degradabilidade da FDN em diferentes pH, comparando os re-
sultados com as técnicas in vivo e in situ para a degradabilidade
especifica e a fracdo potencialmente digerivel (c). Observou-se a
interferéncia do pH sobre parametros de cinética da degradacao
ruminal dos carboidratos. O comportamento da FDN foi simi-
lar nas trés técnicas, concluindo-se que a técnica de producao
cumulativa de gases in vitro ¢ eficiente para estimar as taxas de
degradagdo ruminal da FDN.

Rodrigues et al. (2002) avaliaram quatro genotipos de sorgo
pela técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases, de
acordo com o proposto por Mauricio (1999a), e concluiram que
0s compostos fenolicos presentes no sorgo podem influenciar ne-
gativamente a degradabilidade do alimento.

Azevédo et al. (2003) verificaram a composi¢do quimico-
bromatoldgica, o fracionamento de carboidratos fibrosos e ndo-
fibrosos e a cinética da degradacgdo in vitro de trés variedades de
cana-de-acgucar. Os resultados obtidos pela técnica gravimétrica
mostraram diferengas no tempo de colonizagdo e degradabili-
dade efetiva da FDN entre as variedades estudadas. A producao
maxima de gas dos CNF também apresentou diferengas entre as

365



366

variedades. Relata-se também a obtencao de resultados melhores
pela técnica de producao de gases em relacdo a técnica gravimeé-
trica. O fracionamento e cinética da degradagao in vitro dos car-
boidratos da cana-de-agicar com diferentes ciclos de produgao,
em trés idades de corte, também foram estudados por Fernandes
et al. (2003). Os parametros cinéticos nao apresentaram diferen-
cas entre as variedades, e a curva de producdo cumulativa de
gases mostrou-se adequada.

Mauricio et al. (2003) estabeleceram equagdo para estima-
¢a0 do volume de gases produzidos nos frascos, com a utiliza¢ao
da técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases, por
meio dos dados de pressdo e volume obtidos manualmente, du-
rante a fermentagdo de diferentes substratos, com base em 1036
dados de pressdo e volume: V = -0,004 (s.e. 0,06) + 4,43P (s.e.
0,043) + 0,051 P2(s.e. 0,007), com R2 = 0,99. Essa equacdo em-
basa a técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases
do Laboratério de Nutricdo do Departamento de Zootecnia da
Escola de Veterinaria da UFMG.

A avaliacdo de dietas em vacas leiteiras com silagens de gi-
rassol, silagens de milho e associagdes foi feita por Leite et al.
(2004), pela técnica “in vitro” semi-automatica de produgdo de
gases. Os resultados foram comparados aos obtidos pela digesti-
bilidade através da coleta total de fezes e os autores constataram
que a técnica de produgdo de gases estimou de forma precisa a
digestibilidade “in vivo” (12 = 0,93). Eles verificaram ainda que
aumento na adi¢do de silagem de girassol promoveu aumento na
taxa de producdo de gases.

Em experimento relativo a textura de graos, Pereira et al.
(2004) testaram a degradabilidade ruminal de dois hibridos den-
tados e dois hibridos duros de milho. Os autores concluiram que
a utilizagdo de hibridos dentados, pode reduzir a queda na diges-
tdo ruminal do amido em situag¢des de colheita tardia de graos
comparados a utilizagdo de hibridos duros.

MATERIAL

Podem-se utilizar como substrato alimentos volumosos (ca-
na-de-acgucar; silagens de milho, sorgo, residuo de milho, capins
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etc.) ou concentrados diversos — protéicos, energéticos, acresci-
dos ou ndo de outros alimentos.

Os substratos devem ser pré-secos em estufas de ventila-
¢ao forcada a 60°C por 48 horas. Depois devem ser moidos em
moinho mecéanico com peneira de 5 mm (forrageiras) e 1 mm
(concentrados), para determinagdo da matéria seca (MS) em es-
tufa a 105°C (AOAC, 1990), proteina bruta (PB) pelo método de
Kjeldhal (AOAC, 1990) e componentes da parede celular, pelo
método de detergentes (VAN SOEST et al., 1991).

Coleta do Inéculo e Preparo do Meio de Cultura

Para coleta do liquido ruminal (in6culo), utiliza-se uma vaca
ndo lactante, ou um bovino macho, provida de canula ruminal
permanente ¢ adaptada as dietas balanceadas.

A coleta sera realizada manualmente no saco ventral do ri-
men, quatro horas ap6s a alimentagdo. O liquido ruminal deve
ser filtrado em gaze tipo queijo e acondicionado em garrafas
térmicas pré-aquecidas com agua a 390C. O ino6culo serd com-
posto por uma amostra de liquido ruminal retirado da vaca ci-
tada. O meio a ser utilizado deve ser o “tampao de McDougal”
(MCDOUGAL, 1949; MAURICIO et al., 2001).

Depois de preparada, a solugdo tampao serd colocada em
banho-maria e adiciononada, para cada litro de tampao, uma so-
lucdo redutora preparada momentos antes, composta de 891 mg
de HCl mais cisteina e 891 mg de sulfeto de so6dio (Na2S), 5,7 mL
de NaOH 1 N e agua destilada até o volume de 77 mL; esse volu-
me ¢ calculado para manter uma rela¢ao solugdo tampao:solucao
redutora de 26:2. Entdo, a solu¢do sera borbulhada com CO2,
para atingir pH entre 6,8 — 6,9.

Incubacao

Para as incubagdes, toma-se uma amostra de aproximada-
mente 1g de alimento a ser analisado, pesando-se em balanca
digital um grama (1g) de matéria seca da mistura, conforme os
tratamentos propostos. As amostras dos substratos acrescidos ou
ndo de concentrados energéticos, em triplicata, serdo colocadas
em frascos de vidro com capacidade de 160mL, no volume de
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um grama, acrescentados nesses 90mL de meio de cultura tam-
ponado (preparado de acordo com Mauricio et al., 1999a). Entao,
os frascos serdo aspergidos novamente com CO2, imediatamen-
te tampados com rolha de borracha e colocados em banho-maria
a 390C (MALAFAIA, 1997). Para cada tempo dos tratamentos
serdo incubados dois frascos “brancos”, apenas com inodculo e
solucdo tampao, para funcionar como “controle”, quantificando-
se assim a producdo de gases oriunda da fermentagao produzida
pelo indculo. Para evitar contaminagdes e/ou fermentagao antes
da adi¢do do indculo, os frascos serdo mantidos em geladeira
comum a uma temperatura de 4°C. Cinco horas antes da inocula-
¢a0, os frascos serdo retirados da geladeira e levados para estufa
de ventilacdo forcada a 390C. A inoculagao sera realizada atra-
vés da injecdo de 10mL de liquido ruminal em cada frasco, sob
aspersao continua de CO2, para manter-se anaerobiose. Apos a
inoculacgdo, os frascos serdo novamente fechados com tampas de
borracha siliconizada. A fim de garantir-se pressao uniforme em
todos os frascos, inserir-se-4 uma agulha (25x0,7mm) em cada
um dos vidros, perpassando-se as tampas de borracha, possibi-
litando-se assim o equilibrio entre a pressao interna dos frascos
e a pressao atmosférica. Apos o procedimento, as agulhas serdao
retiradas ¢ o material é novamente levado a estufa de ventilacao
forgada a 39 °C, sendo retirado apenas nos tempos de leitura.

Coleta de Dados

O volume de gases ¢ estimado através da equagao proposta
por Mauricio et al. (1999). As leituras de pressdo e volume dos
gases sdo obtidas por meio de um transdutor (0-1 kgf/cm?2) aco-
plado a uma seringa metélica (20mL), nos seguintes tempos: 2,
4,6,8,12,15, 18,21, 24, 30, 36, 48, 72 ¢ 96 horas ap6s o inicio da
incubagdo. Com o somatério do volume de gas para cada tempo
de leitura, sdo construidas as curvas de produgdo cumulativa dos
gases oriundos da degradacdo da MS e MO, para cada tempo de
incubagdo, método esse denominado “curva de subtragdo”.

Para analise da degradagao da MS e MO, retiram-se os fras-
cos em triplicata nos tempos 2, 6, 12, 24, 48 e 96; elas sdo obtidas
por diferenca de peso das amostras, antes e depois de incubadas.
Os residuos de fermentagdo sdo obtidos através de filtragem do
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contetido dos frascos em cadinhos de porosidade 1 p (Pirex - Vi-
drotec®), forrados com 1a de vidro. Os cadinhos serdo secos por
24 horas em estufa a 100 °C e pesados para calculo dos valores
da degradabilidade da matéria seca (DMS).

A produgdo cumulativa de gases e a degradabilidade da ma-
téria seca (DMS) sdo determinadas com produ¢do de equagdes
de regressdao. O modelo de France et al. (1993) ¢ utilizado para
relatar o potencial maximo de produgdo de gases (A), tempo de
colonizagdo (Lag), taxa de producdo de gases (i), e os valores
de degradabilidade efetiva, para as taxa de passagem de 0,02/h,
0,05/h e 0,08/h.

Ap6s a filtracdo do material incubado em cadinhos de vidro
de 1 p, retira-se com pipeta SmL do liquido nos tempos 2, 6, 12,
e 24 horas pos-incubagdo, sendo armazenados em vidro &mbar
de 90mL, perfazendo-se trés repeticdes por tratamento, € acon-
dicionados em freezer vertical para andlise posterior. As leituras
sdo realizadas por cromatografia de camada liquida com base em
padrdes pré-determinados para os acidos, acético, propidnico e
butirico.

Manipulacao dos Dados

Os valores do volume acumulado de gases e taxa de de-
gradacdo sdo submetidos a andlise estatistica de acordo com os
pardmetros de France et al. (1993), determinando-se o potencial
maximo de producao de gases (A), o tempo de colonizagdo (L),
¢ a taxa de produgdo de gases (W), através do programa MLP
(Ross, 1980), assim exposto:

p=b+c/z

segundo a qual:

u = taxa de producao de gases (mL/h)

t = tempo de incubagdo

“b” e “c” = constantes

Calculam-se ainda taxas de degradabilidade efetiva da ma-
téria seca para as taxas de passagem de 2%/H, empregando-se a
equacao proposta por France et al. (1993).

Y=A-BxQtxZ\t

Segudo a qual:

Y = produgdo de gases (mL)
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T = tempo de incubagao

A = valor assint6tico do pool de gases (mL)

B = A(bt + cVt) (sem valor biolégico)

Q=e-b

Z=-e-c

As médias verificadas sdo tratadas por contrastes ortogonais
de acordo com o pacote estatistico SAS® (1999)
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Abstract: in the present study sought tried to show, the application of
the semi-automated in vitro gas production technique for evaluation
of foods. It is a technique no invasive that reproduces the model of fer-
mentation of the microbiological population of the digestive tubule effi-



ciently. Besides it is cheap, accessible and of easy execution, being able
to, with minimum resources, to be implanted quickly and efficiency. In
spite of recent, that technique comes if diffusing with good acceptance
for simulation laboratorial of the kinetics of the digestion, as well as of
the quality of the foods.

Key words: in vitro gas production, foods, animals

PAULO CESAR MOREIRA
Professor Doutor no Departamento de Zootecnia da Universidade Catélica de

Goids (UCG). E-mail: paulocesar.zoo@ucg.br

RONALDO BRAGA REIS
Professor PhD. na Escola de Veterindria da Universidade Federal de Minas de
Minas Gerais.

ROBERTO DE CAMARGO WASCHECK
Professor Doutor no Departamento de Zootecnia da UCG.

ROGERIO MARTINS MAURICIO
Professor PhD na PUCMinas.

ALBERTO CORREA MENDONCA
Professor Mestre no ICB da Universidade Federal de Goids (UFG).

APOSTOLO FERREIRA MARTINS
Professor Mestre no ICB da UFG.

ALECSSANDRO REGAL DUTRA
Professor Doutor no Departamento de Zootecnia da UCG.

PAULO ROBERTO DE SOUZA
Professor Adjunto, ICB/UFG.

SERGIO RENATO ARTIAGA DA ROSA
Engenheiro Agronomo Doutorando, EA da UFG.

OTAVIO CORDEIRO DE ALMEIDA
374 Professor Doutor no Departamento de Zootecnia da UCG.

- estudos, Goiania, v. 35, n. 3, p. 357-374, maio/jun. 2008.



