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Resumo. Nos sistemas de produgdo de ruminantes a alimentacéo pode responder por 60 a
70% dos custos da atividade, sendo assim, a avaliacdo nutricional dos alimentos e a
formulacéo de dietas balanceadas, que atendam as exigéncias dos animais representam um
importante desafio na producao pecuéria. Diversos métodos tém sido usados para avaliar a
modulacéo da fermentacdo ruminal e estimar as caracteristicas da degradacdo de alimentos
e dietas destinadas a alimentacdo de ruminantes. Esses métodos envolvem a medicgdo do
desaparecimento do substrato durante a incubagdo no rumen in situ, no liquido ruminal
tamponado (in vitro) e sdo principalmente medidas de ponto final. Além disso, é possivel
avaliar a cinética da degradacdo através da medicdo das diferencas nos residuos em
diferentes tempos de incubagdo. A avaliagdo do valor nutricional de alimentos e dietas
também € possivel ser feita por meio da utilizacdo de técnicas que medem a producéo de
gés. Essas técnicas medem o aparecimento de produtos da fermentacdo ruminal, tais como
0s gases dioxido de carbono (CO;) e metano (CH.), &cidos graxos de cadeia curta, aménia
e a biomassa microbiana. Objetivou-se com essa revisdo descrever os principais métodos
in situ e in vitro utilizados para avaliar alimentos para ruminantes.

Palavras-chave: Fermentagdo ruminal, producdo de gas, digestibilidade

In situ and in vitro methods used to evaluate food and diets of ruminants

Abstract. In ruminant production systems, feeding can account for 60 to 70% of the costs
of the activity, thus, the nutritional assessment of food and the formulation of balanced
diets that meet the requirements of animals represent an important challenge in livestock
production. Several methods have been used to evaluate the modulation of rumen
fermentation and to estimate the degradation characteristics of food and diets intended for
feeding ruminants. These methods involve measuring the disappearance of the substrate
during incubation in the rumen (in situ), in the buffered rumen liquid (in vitro) and are
mainly endpoint measurements. In addition, it is possible to evaluate the degradation
kinetics by measuring the differences in residues at different incubation times. The
assessment of the nutritional value of foods and diets is also possible through the use of
techniques that measure gas production. These techniques measure the appearance of
rumen fermentation products, such as carbon dioxide (CO,) and methane (CH4) gases,
short-chain fatty acids, ammonia and microbial biomass. The aim of this review was to
describe the main in situ and in vitro methods used to evaluate food for ruminants.
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Métodos in situ e in vitro utilizados para evaluar alimentos y dietas de rumiantes

Resumen. En los sistemas de produccion de rumiantes, la alimentacion puede representar
del 60 al 70% de los costos de la actividad, por lo que la evaluacion nutricional de los
alimentos y la formulacion de dietas balanceadas, que satisfagan los requerimientos de los
animales, representan un desafio importante en la produccion ganadera. Se han utilizado
varios métodos para evaluar la modulacion de la fermentacion ruminal y estimar las
caracteristicas de degradacion de los alimentos y las dietas destinadas a la alimentacion de
rumiantes. Estos métodos implican medir la desaparicion del sustrato durante la incubacion
en el rumen (in situ), en el liquido ruminal tamponado in vitro y son principalmente
medidas de punto final. Ademas, es posible evaluar la cinética de degradacion midiendo
las diferencias en los residuos en diferentes tiempos de incubacion. La evaluacion del valor
nutricional de los alimentos y las dietas también es posible mediante el uso de técnicas que
miden la produccion de gas. Estas técnicas miden la aparicion de productos de fermentacion
ruminal, como los gases de dioxido de carbono (CO-) y metano (CHa), &cidos grasos de
cadena corta, amoniaco y biomasa microbiana. El objetivo de esta revisién fue describir los
principales métodos in situ e in vitro utilizados para evaluar alimentos para rumiantes.

Palabras clave: Fermentacion ruminal, produccion de gas, digestibilidad

Introducéo

A avaliacdo nutricional dos alimentos e a formulacdo de dietas balanceadas, que atendam as
exigéncias dos animais, representam um importante desafio na producdo pecuaria, uma vez que nos
sistemas de producdo, a alimentacdo pode responder por mais de 60% dos custos da atividade. Apesar
disso, o fornecimento de uma dieta equilibrada nutricionalmente pode contribuir com a reducao dos
problemas ambientais, haja vista que a excre¢do de nutrientes ndo digeridos e a emissdo de gases afeta
0 meio ambiente (Getachew et al., 2005).

Com isso, diversos esforcos foram direcionados para o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas
que permitam a avaliagdo de alimentos e dietas que predizem com precisao, a ingestdo e digestibilidade
de alimentos. Essa digestibilidade pode ser avaliada usando métodos biolégicos que simulam o processo
de digestdo dos alimentos (Getachew et al., 1998), os quais envolvem o uso direto de animais (métodos
in vivo e in situ) e métodos laboratoriais, que simulam o ambiente ruminal e, seu processo de digestdo
utiliza liquido ruminal coletados de animais doadores (métodos in vitro), a exemplo da técnica de Tilley
& Terry (1963) ou 0 método de Menke et al. (1979).

Os métodos bioldgicos sdo mais significativos na avaliagdo do valor nutritivo dos alimentos, visto
gue 0s microrganismos e as enzimas sdo mais sensiveis a fatores que influenciam a taxa e a extensao da
digestdo do que os métodos quimicos (Van Soest, 1994). De um modo geral, para um método
laboratorial ser considerado eficiente, ele deve ser reproduzivel e correlacionar-se bem com o0s
pardmetros medidos realmente in vivo. Assim, objetivou-se com essa revisdo estudar os principais
métodos in situ e in vitro utilizados na avaliacdo de alimentos e dietas para ruminantes.

Métodos in situ de avaliacdo de alimentos para ruminantes

A avaliacdo de alimentos através de técnicas in situ tem sido amplamente utilizada nos ultimos anos,
sendo provavelmente a técnica mais utilizada para determinacdo da degradabilidade de diferentes
componentes quimicos da dieta no ramen (Dong et al., 2017). Chamada de diferentes nomes (in sacco,
saco de néilon, saco de dacron, saco de pano), a técnica requer a incubagdo de uma pequena quantidade
de alimento em sacos porosos, ndo degradaveis, suspensos no ramen de um animal fistulado por
diferentes periodos (drskov & McDonald, 1979). Esses sacos sdo removidos em intervalos regulares,
sendo a perda de peso plotada (geralmente em relacdo a matéria seca) e uma curva € ajustada aos pontos
de dados resultantes (Williams, 2000).

A técnica in situ foi originalmente desenvolvida por (Quin et al., 1938) (citado por Huntingdon &
Givens (1995) and Pagella et al. (2018), que incubaram amostras de racdo em sacos de seda no rimen
de ovinos fistulados para avaliar a degradabilidade de alimentos. Posteriormente, os sacos de seda foram
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substituidos por sacos de nailon (Rodriguez, 1968). Segundo Dong et al. (2017) existem dois métodos
bésicos para incubagdo de sacos de nailon no rimen. No primeiro método, 0s sacos sdo colocados no
rimen ao mesmo tempo e recuperados em diferentes momentos (all in-gradually out method; AG),
sendo referido em diversos estudos (Cobellis et al., 2015; Edmunds et al., 2012; Peyrat et al., 2014). No
segundo método, os sacos sdo inseridos no rimen em diferentes tempos e retirados em um Unico
momento (gradually in-all out method; GA) e, também tem sido muito utilizado (Azarfar et al., 2013;
Jonker et al., 2011; Xin & Yu, 2013). VariacOes entre alimentos, animais e laboratorios podem ser
observadas com a utilizacdo destes métodos. No entanto, bancos de dados com um ndmero suficiente
de observagGes poderiam, pelo menos em parte, superar a falta de poder estatistico de um Unico estudo
(St-Pierre, 2001).

As técnicas in situ baseiam-se no pressuposto de que o desaparecimento do substrato dos sacos
representa a degradacdo real do substrato pelos microrganismos ruminais e suas enzimas. Contudo,
varias questdes ndo podem ser resolvidas completamente, ja que nem todo o material que sai da bolsa
foi previamente degradado, e parte do residuo remanescente na embalagem néo é realmente matéria ndo
degradavel de origem alimentar (Dijkstra et al., 2005). Na Tabela 1 sdo apresentados os principais
fatores que podem resultar em erros na avaliacdo da degradabilidade in situ de alimentos. Alguns desses
fatores serdo discutidos mais detalhadamente a seguir.

Tabela 1. Fatores que afetam as técnicas in situ.

1. Perda de material a partir do saco
Tamanho do poro do saco
Tamanho da particula da amostra
c.  Taxade degradacdo da amostra
2. Registro de material de origem ndo alimentar no residuo da incubacéo
Procedimento de lavagem pos-incubacao
Colonizacdo microbiana do residuo
3. Condigdes de acondicionamento dentro do saco
Fibra téxtil, estrutura de tecelagem do tecido
Porosidade do saco (tamanho do poro, rea de superficie aberta)
Tamanho da amostra
Posi¢do do saco dentro do rimen
Dieta basal (relacdo volumoso: concentrado, tipo de forragem, nivel de alimentacéo, fibra longa)
Mudancas diurnas na atividade ruminal (frequéncia de alimentacédo, tempo de inicio da incubagéo)
4. Outras consideracdes procedurais
Efeito animal
Replicacdo (numero de animais, sacos, repeti¢des)
Preparacdo de amostras (alimentos de alta umidade)
Rotina de introducdo e retirada dos sacos
Esquema de amostragem e modelagem matematica
5. InteragBes multiplas entre os fatores de variagdo
Adaptado de Dijkstra et al. (2005).

o oo

000 o

Poo0ow

Conforme citado na tabela 1, diversos fatores podem comprometer a avaliagdo da degradabilidade
de alimentos in situ, dentre os quais podemos destacar os aspectos fisicos dos sacos utilizados para
incubacdo de amostras, como tamanho dos poros dos sacos (Lindberg & Knutsson, 1981), tipo de sacos
(Casali et al., 2009; Tagliapietra et al., 2012; Valente et al., 2011), tamanho de particula da amostra
(Damiran et al., 2008; Kuwahara et al., 2016; Michalet-Doreau & Ould-Bah, 1992), relagdo tamanho da
amostra: saco (Uden et al., 1974), o tipo de dieta basal (Lindberg, 1981), efeito animal (Ali et al., 2016;
Nocek, 1988), procedimento de lavagem de sacos (Nocek, 1988) e, sequéncia de incubagdo dos sacos
no ramen (Nocek, 1985). Além de apresentarem efeitos isolados, esses fatores podem apresentar
interagBes multiplas, aumentando ainda mais o erro na estimativa da degradabilidade in situ dos
alimentos.

No que diz respeito aos aspectos fisicos dos sacos de incubagao, é consenso que a estrutura do tecido
para confeccdo dos sacos € de grande importancia na avaliacdo de alimentos in situ (Huntingdon &
Givens, 1995), uma vez que pode afetar significativamente os valores de degradabilidade ruminal
(Casali et al., 2009; Figroid et al., 1972). A propensdo do pano do tecido para deformar pode levar a
uma maior perda de particulas sob pressdo, sendo espremidas através das aberturas flexiveis (Marinucci
et al., 1992) e assim, pode superestimar os valores de degradabilidade, visto que a fracdo perdida
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frequentemente é associada ou confundida com a fragdo da matéria seca rapidamente degradavel e
prontamente solGvel no ambiente ruminal (Casali et al., 2009).

O AACRS (1990) sugeriu a utilizacdo de sacos de poliéster para incubacdo in situ, devendo-se optar
por usar malhas soldadas (monofilamentosa) e ndo tecida (multifilamentosa). Contudo, a maioria dos
pesquisadores tem optado por usar sacos de nailon, sendo uma das razbes para isto, o histdrico
relacionado ao repetitivo uso de sacos existentes (Huntingdon & Givens, 1995). Avaliando a
substituicdo do saco padrao F57 da ANKOM por sacos de nailon de porosidade de 50 um em analises
de fibra insoluvel, Berchielli et al. (2001) encontraram menores teores de FDN nas fezes, quando
utilizados sacos de nailon, que foram atribuidos a perda de amostra pelos poros do saco durante a
extracdo com detergente. Resultados semelhantes foram obtidos por Casali et al. (2009) e Valente et al.
(2011), ao compararem a perda de particulas por trés tipos diferentes de tecidos, F57, TNT e ndilon,
corroborando que o nailon (50 pum) possa ndo ser um tecido adequado para a confecgdo de sacos
destinados a analise de componentes fibrosos insollveis.

Carro et al. (1995) verificaram que além de influenciar no desaparecimento da dieta, o tamanho dos
poros do saco pode afetar também a populacdo microbiana no sistema e, consequentemente, a
fermentacdo. Michalet-Doreau & Ould-Bah (1992) e Nocek (1988) mostraram que a microbiota presente
no interior dos sacos pode diferir daquela presente na digesta ruminal circundante, e isso € resultado das
condicbes de armazenamento do alimento no interior do saco, podendo levar a diferencas na quantidade
e na atividade dos microrganismos. Com isso, algumas interacdes digestivas negativas podem ocorrer
no interior dos sacos de nailon (Sauvant et al., 1994). Outro ponto a ser destacado, é que pode ocorrer
um armazenamento transitorio de amido em células microbianas (bactérias e protozoarios), podendo
uma quantidade significativa de amido, incluido na matéria microbiana, permanecer no residuo da bolsa
(Offner et al., 2003).

Portanto, o tamanho dos poros e a area aberta do tecido utilizado para sacos in situ devem ser tais
gue permitam o influxo de agentes digestores e tampdes e, a0 mesmo tempo, evitem o efluxo de amostras
ndo degradadas (Nocek, 1988), enquanto permite a remocdo de produtos finais da degradacdo. O
controle do efluente da amostra ndo degradada pode ser obtido reduzindo o tamanho de abertura dos
poros dos sacos ou aumentando o tamanho médio de particula do substrato (Huntingdon & Givens,
1999).

O tamanho de particula, por sua vez, tem sido considerado como um dos fatores chave na
determinagdo da degradabilidade in situ de alimentos. Porém, de acordo com Nocek (1988), a defini¢cdo
do tamanho ideal de particulas para ensaios in situ ndo é tarefa facil, em razdo da escassez de
informacdes sobre a associagdo entre digestdo in vivo, in situ e tamanho de particulas. Tem-se verificado
a ocorréncia de aumento da taxa de digestdo em decorréncia da reducdo das fracdes do tamanho de
particula (Robles et al., 1980), podendo-se inferir que 0 aumento da exposi¢do das fracbes digestivas ao
ataque microbiano, devido a moagem, foi responsavel por taxas de degradacdo mais rapidas. Alamouti
et al. (2009) observaram que a reducdo do tamanho de particulas na dieta de ovinos afetou
significativamente a cinética de degradacdo de forragem, mas ndo de concentrados e dietas mistas. Da
mesma forma, Casali et al. (2008) verificaram um efeito mais pronunciado do tamanho de particula,
sobre as fragdes indigestiveis de alimentos e fezes bovinas, nos alimentos fibrosos em comparacéo aos
alimentos concentrados e as fezes. Os autores observaram, ainda, uma relac&o diretamente proporcional
entre o tamanho da particula e o tempo critico para obtencdo da fracdo indigestivel, ou seja, quanto
maior o tamanho da particula, maior o tempo necessario para se estimar acuradamente o teor de
compostos indigestiveis.

O efeito animal é outra fonte de variacdo que deve ser considerada na avaliacdo da degradacéo in
situ de alimentos, uma vez que pode haver diferencas pequenas, porém significativas, nas estimativas
de degradacdo de racOes se as amostras forem incubadas no rimen de animais de ragas e espécies
diferentes. Visando observar essa fonte de erro da técnica, Ali et al. (2016) compararam a degradacédo
ruminal in situ de silagens de milho e de capim, utilizando diferentes animais como fonte de variacéo.
Os autores concluiram que o uso de trés animais para incubagao de silagem de capim em sacos de nailon
foi suficiente para cobrir a variacdo existente entre animais, porém esse nimero de animais nao foi
suficiente para avaliar a degradacdo de silagem de milho. Segundo Huntingdon & Givens (1995), para
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melhorar a precisdo das medicfes, deve-se utilizar o mesmo tipo de animal para cada experimento, no
mesmo estado fisioldgico e mantido nas mesmas condi¢des ambientais e de criacao.

Além das variaveis discutidas acima, diversas outras fontes de erro podem comprometer a avaliagdo
in situ de forrageiras e dietas utilizadas na alimentagéo de ruminantes, devendo-se estar atento a esses
fatores para garantir estimativas acuradas da qualidade nutricional dos alimentos.

Apesar de muito utilizada e de proporcionar boas estimativas da digestibilidade de diferentes
alimentos, as técnicas in situ convencionais requerem o uso de animais cirurgicamente preparados com
uma fistula ruminal, levando a inimeros questionamentos, do ponto de vista ético, a respeito do bem-
estar dos animais em experimentacdo. Em funcao disso, é constante a busca pelo desenvolvimento de
técnicas alternativas que possam reduzir ou cessar os procedimentos que dependem da preparacdo
cirargica.

Isso foi observado no trabalho publicado por Pagella et al. (2018), os gquais desenvolveram uma
técnica de saco de nailon intra-ruminal utilizando animais nao fistulados para avaliar a degradabilidade
ruminal de materiais vegetais. O principio da técnica consiste em administrar oralmente uma série de
sacos porosos contendo os alimentos de teste em diferentes momentos antes do abate, quando 0s sacos
seriam removidos do rimen para medicdo da degradabilidade. Foram realizados dois ensaios. No
primeiro ensaio, 0s autores compararam a eficacia do design de trés dispositivos anti-regurgitacéo,
construidos a partir de abracadeiras de néilon [1) Em forma de Z, ARD1; 2) em forma de Z duplo,
ARD?2; 3) em forma de guarda-chuva, ARD3], e observaram se curvas de degradacdo vidveis poderiam
ser geradas usando feno de capim como substrato. No segundo, foram comparados outros trés substratos
(azevém perene, trevo vermelho e palha de cevada) utilizando sacos em dois formatos, planos e
tetraédricos, equipados com dispositivos anti-regurgitacdo tipo ARD1. As curvas de degradacédo obtidas
com esta técnica estavam amplamente de acordo com aquelas esperadas pelo método do saco de néilon
convencional envolvendo animais fistulados. Também foi possivel observar nessa técnica, que 0s sacos
administrados por via oral tiveram mais liberdade para se mover em diferentes partes do contetdo
ruminal em comparagdo a técnica in situ convencional.

Métodos de avaliagdo in vitro de alimentos e dietas para ruminantes

Técnicas de digestibilidade

Estimativas da digestibilidade in vitro de alimentos ou dietas podem possibilitar aos nutricionistas
predizer a digestibilidade in vivo dessas fragdes mediante equacBes de regressdo, devido as fortes
correlagdes existentes entre os resultados de ambas as técnicas (Silva et al., 2017).

e  Meétodo tradicional de Tilley & Terry (1963)

A técnica de Tilley & Terry (1963) foi uma das primeiras técnicas in vitro desenvolvidas e a mais
usada para predizer a digestibilidade de forragens. Os autores avaliaram a digestibilidade de 148
herbéceas, de digestibilidades in vivo conhecidas, sendo 18 amostras de alfafa e trevo e 130 amostras de
gramineas, e confirmaram uma alta correlacdo entre os valores de digestibilidade in vitro e in vivo
determinada em ovelhas. A partir dai, a metodologia vem sendo aplicada em muitas avaliacGes
laboratoriais de alimentos.

A técnica se baseia em medidas gravimétricas que segue o desaparecimento do substrato
(componentes que podem ou n&o contribuir para a fermentacdo) (Getachew et al., 2005). O método
apresenta dois estagios onde, inicialmente o alimento é submetido a fermentacdo em solucdo tampéao
contendo fluido ruminal durante 48 horas, seguido por mais 48 horas de digestdo com pepsina em
solucéo &cida, para simular a digestdo no abomaso.

Segundo Silva & Queiroz (2002), o segundo estagio com solugdo acida de pepsina, € utilizado para
desdobrar as proteinas dos microrganismos que se desenvolveram no processo fermentativo do
substrato, no entanto, deixa no residuo, a parede celular indigerivel das bactérias. O problema foi
solucionado com a modificacdo proposta por Goering & Van Soest (1970), em que a digestdo com
pepsina é abolida e apds a etapa fermentativa (48 horas de incubagao) o residuo passa por um tratamento
com solugdo de detergente neutro, resultando em um residuo constituido apenas por parede indigestivel,
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estimando assim, a digestibilidade da matéria seca verdadeira. Essa modificagdo reduz em cerca 30% o
tempo requerido para obtencdo dos resultados, porém ndo apresenta vantagem no que diz respeito a
reprodutibilidade e precisdo quando comparado com experimentos in vivo (Menke et al., 1979).

O método tornou-se uma ferramenta importante na avaliacdo de alimentos para ruminantes e tem
sido amplamente usado devido sua conveniéncia, particularmente quando é requerido um ensaio em
grande escala de alimentos para animais (Getachew et al., 1998). As diversas modificacbes feitas no
procedimento original visaram maximizar o processo de digestéo visto que 0s sistemas in vitro que nao
maximizam a cinética da digestdo podem ndo detectar diferencas na digestdo do substrato (Grant &
Mertens, 1992). Contudo, apesar de o método ter sido validado diversas vezes com valores in vivo (Van
Soest, 1994), eles ainda apresentam algumas desvantagens em relacdo a outras técnicas de avaliacdo de
alimentos como as citadas a seguir: i) fornecem uma medida de ponto final; ii) eles ndo fornecem
informacBes sobre a cinética da digestdo de alimentos; iii) sdo trabalhosos e consomem tempo; iv)
envolvem o uso de liquido ruminal coletado de animais fistulados, ndo permitindo, portanto, resolver
guestdes publicas sobre o bem-estar animal.

Atualmente, existe disponivel no mercado um fermentador ruminal artificial desenvolvido pela
Ankom, denominado Incubadora Daisy" (Ankom Technology Co., Macedon, NY, EUA), apresentando
como vantagens a possibilidade de analisar varias amostras ao mesmo tempo, reduzindo o labor
empregado nas andlises (Adesogan, 2002). Equipamento semelhante a Daisy" foi desenvolvido por uma
industria brasileira, denominado incubadora TE-150 (Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba, SP,
Brasil).

Alguns estudos comparando os valores de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) obtidos
pelo método do fermentador artificial Daisy" em relagdo ao método tradicional de Tilley & Terry (1963)
indicaram que estes produzem resultados similares (Mabjeesh et al., 2000; Santos et al., 2000).
Entretanto, Silva et al. (2017) observaram valores superiores da DIVMS determinadas pelo fermentador
TE-150 e incubadora Daisy" em relacdo ao método tradicional de Tilley & Terry (1963).

Técnicas de producdo de gas para avaliacdo de alimentos

As técnicas de producédo de gas sdo de grande interesse na avaliagdo dos sistemas de producédo de
ruminantes, principalmente em razao da sua capacidade de avaliar a dindmica de digest&o e seu potencial
para simular os processos de digestdo do rimen (Czerkawski & Breckenridge, 1977). A técnica foi
originalmente desenvolvida para descrever a taxa e a extensdo da fermentacdo da matéria organica
(Menke et al., 1979).

Ao contrario das técnicas de digestibilidade, que visam avaliar o desaparecimento do substrato, 0s
métodos de producdo de gas medem o aparecimento de produtos da fermentacéo, como gases (CO- e
CHy,), acidos graxos de cadeia curta, NHz e biomassa microbiana (Makkar et al., 1995). A maior parte
do gas produzido € resultado da fermentacédo de carboidratos a acetato, propionato e butirato (Blummel
& Orskov, 1993), com baixa contribuigdo da proteina para a producéo gas e insignificante a quantidade
de gas advindo da gordura (Getachew et al., 1998). Além disso, a quantidade de gas produzido depende
da quantidade de substrato fermentado (Davies et al., 2000).

As técnicas de producdo de gas possibilitam descrever a cinética da fermentacdo ruminal, fornecendo
a taxa e a extensdo da degradacdo das forrageiras (Getachew et al., 1998), além de medir produtos da
fermentacdo de partes solGveis e insolUveis de substratos. Em situacGes em que 0s nutrientes ndo sejam
limitantes, a producdo de gas pode ser considerada a medida direta do crescimento microbiano, podendo
ser em algumas situagdes, o melhor indice para medir a energia metabolizavel produzida (Pell &
Schofield, 1993).

Para medir essa producdo de gas, trés abordagens diferentes tém sido usadas: 1) medir o volume de
gés a pressdo atmosférica constante, 2) medir a pressdo do gas a um volume fixo, e 3) medir 0 nimero
de aumentos de volume necessarios para causar uma pequena mudanga definitiva de pressdo, uma
combinacgdo dos métodos 1 e 2. A escolha do método para medir a producao de gas depende da suposi¢ado
de que os excessos da pressdo acumulada afetam o crescimento microbiano (Schofield & Pell, 1995) e
geram mudangcas na solubilidade de gases no meio, o que pode gerar erros nas medicdes (Getachew et
al., 1998).
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Essas técnicas tém despertado o interesse de pesquisadores de diferentes areas e disciplinas, que
estudam os impactos diretos da produgdo animal no meio ambiente (Krishnamoorthy et al., 2005). Esse
interesse surgiu principalmente por volta dos anos 70, onde pesquisadores descobriram que medidas de
fermentacdo de substratos a gases combinadas com dados de composicao quimica da dieta poderiam ser
usadas para estimar tanto o contetido de energia metabolizavel como a degradabilidade da matéria
organica (Yanez-Ruiz et al., 2016). A partir dai, foram desenvolvidas técnicas para avaliar ndo sé a
digestibilidade de um alimento como também os parametros cinéticos da digestdo, baseados na liberacéo
dos produtos da fermentacao.

Czerkawski & Breckenridge (1975) desenvolveram um sistema que envolvia o registro do
deslocamento direto de um pistdo, por gases produzidos durante a fermentacdo de alimentos pelo fluido
ruminal em uma seringa de vidro, que se tornou, posteriormente, a base do "teste de gas de Hohenheim"
desenvolvido por Menke et al. (1979). O teste de gas de Hohenheim (Menke et al., 1979), consiste na
medida direta da producdo total de gas liberada pela fermentacdo, realizada em seringas de vidro fosco
(capacidade de 100 ml), contendo 200 mg de alimento incubado com liquido ruminal tamponado (Figura
1). A medida que o substrato é fermentado, sdo produzidos gases e 0 émbolo da seringa é forcado a subir
no interior do cano (Theodorou et al., 1994). Este sistema de avaliagdo combina o volume total de gases
produzidos ap6s 24 h de incubagdo com a concentracao de proteina bruta (PB), gordura bruta, fibra bruta
e cinzas da ragdo para prever a energia metabolizavel (EM) (Williams, 2000).

O teste é semelhante ao sistema de Tilley & Terry (1963), onde o substrato é incubado com liquido
ruminal, sendo a principal diferenca entre os métodos, o fato de a producédo de gas ao invés de perda de
matéria seca, descreve a quantidade de substrato fermentado. Embora os autores tenham verificado uma
boa correlagdo entre os dados de producdo de gas 24 horas e os valores de digestibilidade determinada
in vivo, concluiu-se que um alimento com uma taxa de producdo de gas baixa pode ter uma maior
digestibilidade in vivo do que o sugerido pelos dados de producéo de gés.

Figura 1. Equipamento para o teste de gas Hohenheim.
O teste de gas de Hohenheim, por sua vez, pode ser adaptado para refletir a extensdo e a taxa da
fermentacdo, pela simples leitura do aumento na produgédo de gas indicado pela subida do émbolo em
uma série de intervalos de tempo escolhidos. Sendo assim, Blummel & Orskov (1993) realizaram uma
modificacdo no método de Menke et al. (1979) visando avaliar a cinética de producdo de gas in vitro.
Nesse novo procedimento, as seringas foram incubadas em banho-maria coberto com uma tampa de
acrilico equipada com orificios para manter as seringas eretas no banho-maria. Além disso, ao invés de
uma Unica leitura dos gases, realizada 24 horas apds a incubacéo, a producdo de gas foi registrada nos
tempos 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 e 72 horas. Os autores observaram que a producdo de gés, registrada em
diferentes intervalos de tempo, ajustou-se bem aos resultados da técnica do saco de néilon utilizando o
mesmo material relatado anteriormente por @rskov et al. (1988).
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O uso de sistemas manuais utilizados para avaliar tanto a digestibilidade como a cinética de
degradacdo dos alimentos apresentam resultados satisfatérios e sdo bem correlacionados com valores
obtidos in situ e in vivo. Contudo, eles requerem um trabalho pesado para manipulacdo manual de
seringas e dependem de uma boa preciséo da leitura dos volumes de gés dentro de seringas (Cone et al.
1996), o que pode afetar potencialmente o perfil de producdo de gas de um alimento (Rymer et al.,
2009).

e Técnicas de producdo de gas semiautomaticas e automaticas

Durante anos, a producdo de gas foi medida manometricamente (Czerkawski & Breckenridge, 1977;
McBee, 1953) e volumetricamente (Menke & Steingass, 1988), com registros manuais dos resultados.
O método manométrico de medicdo de gas desenvolvido por McBee (1953) permitiu aos autores avaliar
a atividade microbiana ruminal com relagdo a fermentacdo da celulose e hemicelulose, chegando a
concluséo de que a taxa de fermentagdo de varios substratos no rimen ndo é constante, mas sujeita a
grandes flutuacBes ap6s mudancas na dieta do animal. Por sua vez, Cone & Becker (2012) verificaram
que a sintese de proteina microbiana no rimen depende do grau e da taxa de fermentag&o dos substratos,
sendo a maior producdo ocorrendo com substratos de fermentag&o réapida.

Com o avango das pesquisas, formas alternativas para medir a producgéo de gas foram desenvolvidas,
onde aumentos de pressdo foram sendo registrados em sistemas fechados. Com isso, visando
desenvolver um método simples para medicdo de gas e que pudesse diminuir os erros obtidos a partir
de leituras manuais da pressdo do gas gerado, Wilkins (1974) descreveu um método diferente, onde
amostras de ragdo foram incubadas em vasos fechados, e a produgdo de gas foi obtida usando um
transdutor de pressdo que mediu o acumulo da pressao do gas no headspace do frasco. Posteriormente,
a metodologia de Wilkins (1974) foi aperfeigoada por Pell & Schofield (1993), sendo os gases
acumulados em frascos de volume fixo (50 mL), cada um com seu préprio agitador. Como o sistema
ndo é ventilado, o gas acumula-se no headspace, durante 48 horas, e a pressdo € medida de forma
semiautomatica a cada hora. Segundo Theodorou et al. (1998), a falta de ventilagdo do método, poderia
resultar na subestimacdo das medidas, uma vez que, com alimentos altamente e rapidamente
fermentaveis (isto é concentrados), altas pressdes podem ser geradas dentro do sistema, o que poderia
perturbar e reduzir a atividade microbiana do fluido ruminal. Segundo Cattani et al. (2014), a
subestimacgdo da producdo de gas in vitro em sistemas fechados, o qual ocorre altas pressdes, esta
relacionado ao fato de uma parte do CO; ser dissolvida no fluido de fermentacéo, levando a uma possivel
superestimacao da proporcdo de CH4 no gas total.

Em funcdo disso, Theodorou et al. (1994) descreveram um método de producéo de gas, o qual usava
um transdutor de pressdo e um conjunto de seringa a prova de gas para medir e liberar as pressdes de
gases acumuladas dos frascos de cultura de 160 mL. A medida que a fermentacdo ocorria, o gas era
acumulado no headspace das garrafas, sendo ventilado em tempos fixos (2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas
de incubacdo) e a producdo de gas registrada por um transdutor de presséo ligado a um voltimetro de
leitura digital (Figura 2). Este método, apesar de tecnicamente direto, era trabalhoso, uma vez que
leituras frequentes eram necessarias, especialmente durante os estagios iniciais da fermentacéo (Davies
et al., 2000).

A técnica desenvolvida por Theodorou et al. (1994) foi modificada por Mauricio et al. (1999), na
qual eliminou-se a necessidade de medir o volume de gas com uma seringa, sendo as leituras da pressdo
do gas no headspace obtidas pela insercdo de agulha hipodérmica de um transdutor de pressdo manual
no frasco de fermentacdo, conectado a um display visual que faz interface com um computador usando
um conversor k485, permitindo a captura direta dos dados (Figura 3). Para descrever o gas acumulado
no headspace e o perfil de degradacdo do substrato, nos termos da taxa fracional dependente do tempo
da producdo do gas (u), fase Lag (L) e potencial de producdo de gas/degradacdo (A). Com essa
modificacdo, foi possivel reduzir consideravelmente o tempo necessario e o erro potencial associado a
estimativa da quantidade de gases liberados na fermentagdo, além de ter aumentado substancialmente a
capacidade do sistema atual (336 frascos ou 75 substratos + controles por série de incubacéo).
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Reading Pressure Technique (RPT)

Figura 3. Transdutor de pressdo, saida digital e exibicdo de
planilha no computador do sistema RPT (Reading
Pressure Technique). Fonte: Mauricio et al. (1999).

Figura 2. Transdutor de presséo ligado a um voltimetro
de leitura digital Fonte: Theodorou et al.(1994)

Além dos sistemas semiautomaticos, também tém sido desenvolvidos diversos sistemas
automatizados para medir a producado de gas. Assim, Beuvink et al. (1992) desenvolveram um sistema
de deslocamento de liquido, que utilizou frascos de soro de 100 mL, conectados a garrafas de
deslocamento de agua e o recipiente de coleta colocado sobre uma balanca. As leituras foram feitas a
cada 25 minutos quando o peso do liquido deslocado pelo gés foi registrado e armazenado em um data-
logger. As garrafas foram mantidas em banho-maria agitado durante a fermentagdo. No entanto, 0s
sistemas de deslocamento de liquido sdo tecnicamente dificeis de manter e tém uma resisténcia interna
relativamente alta, introduzindo uma lag time artificial (Cone et al., 1996).

Um sistema de producéo de gas relacionado ao tempo totalmente automatizado foi apresentado por
Cone et al. (1996) para estudar a cinética de fermentacdo no fluido ruminal. O sistema faz uso de
transdutores eletronicos de pressdo em combinagdo com vélvulas elétricas para liberar a sobre pressao
durante a incubacdo. Pelo fato de ser muito sensivel, o sistema ndo permite que ocorra o acimulo de gas
e de pressdo. Cada abertura da valvula representa uma certa quantidade de gas, definida em cerca de 0,7
mL. Registrando o numero de aberturas de valvulas no tempo, a cinética da degradacdo pode ser
estudada.

Davies et al. (2000) desenvolveram um sistema de avaliacdo da pressdo automatizado (APES) para
medir a producdo de gas resultante da fermentagdo de forragens. O sistema consiste na incubacdo de 1
g de substrato teste em frascos de 48 x 140 mL contendo 100 mL de liquido ruminal tamponado.
Diferentemente do que ocorre no sistema desenvolvido por Theodorou et al., (1994), o gas acumulado
no headspace das garrafas, é liberado automaticamente, pelo uso de chaves sensiveis a pressao e valvulas
solenoides, quando uma pressdo pré-determinada é atingida. Nesse sistema, a pressdo interna nas
garrafas nunca ultrapassa o nivel definido de 4,5 kPa, evitando assim, problemas associados com o
aumento da solubilidade do gas a uma pressao aumentada (lei de Henry; Theodorou et al. (1998).

Recentemente a empresa Ankom Tecnology® (Ankom, 2011) desenvolveu um sistema de produgdo
de gas (ANKOMRF Gas Production System) projetado para medir a cinética da fermentagéo microbiana
de forma automatizada, que possibilita realizar o monitoramento da pressédo do gas dentro de multiplos
Maédulos, sendo os dados registrados diretamente em planilhas de computador (Figura 4). O sistema tem
capacidade para incluir até 50 modulos individuais que comunicam informagfes a um computador
usando transmissdo de radiofrequéncia (RF). A partir da interface do computador, o operador pode
controlar diversas variaveis, como intervalos de registro de dados e a liberacdo automatica de pressao
pelas valvulas internas em cada médulo.

As principais diferencas entre os sistemas automatizados, diz respeito & suas capacidades e se 0s
frascos sdo ventilados de acordo com uma dada pressao limiar ou intervalo de tempo (Cone et al., 1996)
ou permanecem fechados e a pressao é acumulada no sistema (Pell & Schofield, 1993). Apesar de suas
vantagens na avaliaco de alimentos, os sistemas totalmente automatizados apresentam um elevado
custo inicial, e sua complexidade e as dificuldades de manutencdo tornam estes sistemas inadequados
para muitos laboratdrios.
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Figura 4. llustracdo de um mddulo de produgéo de gas sem fio in vitro. O médulo
individual de producéo de gas (a) mede a pressédo da fermentacdo no jarro
continuamente e libera gas em um determinado ponto de ajuste acima da
pressdo atmosférica. Os dados sdo transferidos sem fio de todos os
mddulos, que podem ser incubados em banho-maria ou em uma
incubadora (b). Fonte: Storm et al. (2012).

Tabela 2 Comparacdo de sistemas de incubacdo em métodos de medigdo de gas comumente usados.

Fluido Tama_nho Volume N° de
. . - container HCO3
Inéculo Coleta fluido ruminal Amostra de vasos de
Autores - - . d . x (mmol) /
Microbiano ruminal (mL)/ (mg) amostra incubagdo  fermentag incubacio
incubacéo (mL) (mL) do ¢
Menke et al. P Antes da
(1979) Fase Liquida alimentacio 10 200-300 100 30 60 23
Beuvink et al. P Antes da
(1992) Fase Liquida alimentagio 20 400 100 60 24 4.6
Pell & Schofield P 2 h ap6s
(1993) Fase Liquida alimentacéo 2 100 50 9 15 0.76
Waghorn & Fase Liquida + 2 h ap6s Néo
Stafford (1993) Sélida alimentagdo 20 1250 250 80 disponivel .02
Blummel (1994) ~ Fase Liquida+  Antes da 10 500 100 40 60— 120 46
Sélida alimentagéo

Theodorou et al. Fase Liquida + Antes da
(1994) Sélida alimentacdo 10 5001000 125 100 ) 3.76
Cone et al. P 2 h ap6s
(1996) Fase Liquida alimentacio 20 400500 250 60 12 4.6

Adaptado de Getachew et al. (1998).

Consideragdes finais

Técnicas in vitro e in situ sdo amplamente utilizadas para estimar a digestibilidade e a
degradabilidade ruminal e estudar a fermentacdo ruminal. Além disso, os dados in vitro e in situ sdo
Uteis para detectar efeitos de tratamento, comparagdes relativas de alimentos ou, em alguns casos, como
caracteristicas intrinsecas de alimentos que podem ser usados na formulacéo de dietas.

Diversos sistemas foram desenvolvidos para medir a producdo de gas oriundos da fermentacédo
ruminal de substratos. Os sistemas automatizados apresentam vantagem em relacdo aos sistemas
manuais pois permitem a medi¢do do gas de forma ininterrupta, contudo esses sistemas requerem
maiores insumos e, portanto, parece ser dificil de adotar como um método de rotina de avaliacdo de
alimentos.

Assim, 0os métodos ndo automatizados como aqueles baseados em transdutores de presséo e seringas
a gas parecem ser mais adequados, pois sdo mais baratos e robustos, além de serem capazes de acomodar
a determinacéo de residuos.
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