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SILVA, L.R.F. Manutencéo do in6culo ruminal de ovinos cultivado in vitro para avaliacao de
alimentos pela técnica de producdo de gases. 2015. 65p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2015.

RESUMO

Considerando a importancia do inoculo nas técnicas in vitro e o seu efeito no processo de
fermentacdo, avaliou-se a manutengdo do indculo cultivado in vitro até 72 h e a influéncia da
propor¢do do indculo cultivado sofre sobre a fermentacdo ruminal através do sistema
semiautomatico de producdo de gases por 24 h. Foram utilizados quatro ovinos adultos Santa
Inés providos de céanulas ruminais como doadores de indculo adaptados para uma dieta
constituida de 40% de feno de tifton e 60% de concentrado. Para a manutengdo do indculo
cultivado in vitro foi realizado em delineamento em blocos completos ao acaso considerando 0s
animais doadores de conteudo ruminal como bloco e os tratamentos os tempos de fermentacao
(0; 24; 48 e 72 horas). Os parametros de fermentacdo do in6culo cultivado in vitro foram
analisados utilizando-se o procedimento MIXED do SAS. O modelo incluiu efeitos fixos de
tempo (3 GL), e os efeitos aleatérios de animal (3 GL). Foram ajustadas 12 estruturas de
covariancias dos erros para cada parametro de fermentacdo com selecdo da melhor estrutura
segundo o menor valor, considerando-se o Critério de informacdo Bayesiano (BIC). O efeito do
inéculo cultivado na producdo de gas foi avaliado utilizando como substrato racdo concentrada
com niveis de vagem de faveira (Parkia platycephala Benth.) em substituicdo ao grdo de milho
como fonte energética em delineamento de blocos completos ao acaso com 0s animais
considerados como bloco. Os substratos foram: Controle = milho e farelo de soja; VFasy =
milho, farelo de soja e 25% vagem de faveira; VFso% = milho, farelo de soja e 50% vagem de
faveira; VFs% = milho, farelo de soja e 75% vagem de faveira e VF = somente vagem de faveira.
O indculo cultivado in vitro foi preparado com 300 mL da fracdo ruminal dos ovinos fistulados +
600 mL de solugdo nutritiva com adi¢do de COz e colocado na incubadora in vitro a 39 °C por 72
h. Para os parametros de fermentacdo a analise de regressdo indicou efeito linear decrescente
para pH e concentracdo de protozoarios (P<0,05) e efeito quadratico para populacdo de bactérias
em funcgdo do tempo de incubagdo (P<0,05) atingindo o valor minimo de 0.49 x 10%mL de
bactérias no tempo de 48 horas de incubac¢do. O tempo de incubacdo teve efeito significativo
sobre as concentracfes de todos os acidos graxos (P<0,05), sendo que na concentracdo do acido
isobutirato e a relagdo C2:C3 esse efeito foi quadratico (P<0,05) e nos demais acidos

apresentaram efeito linear crescente. O cultivo in vitro do contetdo ruminal por até 72 horas nao
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se mostrou eficiente para manutencdo das caracteristicas fermentativas, com reducdo na
populacdo microbiana original, o que limita seu uso em ensaios in vitro para avaliacdo de
alimentos, como a técnica de producdo de gases. As vaiaveis para producdo de gases utilizando
inéculo cultivado ndo foi influenciada (P>0,05) pela interacdo in6culo x substrato. O in6culo
cultivado in vitro na propor¢gdo 25 mL mostrou-se equivalente (P>0,05) ao inéculo controle
quanto ao fator de particdo (FP) e a matéria organica verdadeiramente degradada (MOVD),
verificando-se ainda menor (P<0,05) PG (mL/g MS) e concentragdo de CH4 ao incubar os
substratos com o indculo cultivado in vitro 75. Dentre os indculos, o FP inferior (P<0,05) foi
verificado para o cultivado in vitro 75, decorrente da baixa PG total quando da incubacdo dos
substratos com este indculo. Os resultados para degradabilidade da MS, MO e FDN foram
condizentes com os resultados para producdo de gas, tendo o indculo ruminal cultivado in vitro
na proporcao 25 mL associado ao meio nutritivo se mostrado equivalente (P<0,05) ao indculo
controle. A concentracdo de N-NHs, a populacdo de bactérias e a concentracdo molar de AGCC
foram maiores (P<0,05) quando da incubacdo dos substratos em in6culo cultivado in vitro na
proporcdo de 75 mL sem meio nutritivo. O indculo cultivado in vitro na proporcdo 25 mL
mostrou-se equivalente ao inéculo obtido diretamente do contedo ruminal de ovinos para
estimativa dos parametros de fermentacdo das racdes concentradas, principalmente eficiéncia

microbiana, indicando viabilidade de sua utilizacdo na técnica de producdo de gases.

Palavras-chave: Eficiéncia microbiana; fermentacdo ruminal; fluido ruminal; metano; racédo

concentrada.
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SILVA, L.R.F. Maintenance of rumen fluid of sheep grown in vitro for evaluation of food by
gas production technique. 2015. 60p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 2015.

ABSTRACT

Considering the importance of inoculum in vitro techniques and its effect on the
fermentation process, we evaluated the maintenance of the inoculum cultured in vitro for up to
72 hours and the influence of its proportion on rumen fermentation through the semi-automatic
system of gas production for 24 hours. We used four adult Santa Inés sheep fitted with rumen
cannulas as inoculum donors adapted for a diet consisting of 40% of Tifton hay and 60% of
concentrate. For the maintenance of in vitro grown inoculum was carried out in design in
randomized complete block considering the donor animal rumen content and block and
treatments the fermentation times (0, 24, 48 and 72 hours). The inoculum fermentation
parameters cultivated in vitro were analyzed using the MIXED procedure of SAS. The model
included fixed effects of time (3 GL), and the random animal effects (GL 3). They were adjusted
12 errors covariance structures for each fermentation parameter with the best structure selection
whichever is lower, considering the information criterion Bayesian (BIC). The effect of inoculum
cultured in gas production was evaluated using feed substrate with pods levels of faveira (Parkia
platycephala Benth.) as concentrated in replacement to corn grain as an energy source in a
randomized block design with animals serving as blocks. The substrates were: Control = corn
and soybean meal; FP25% = corn, soybean meal and 25% of faveira pods; FP50% = corn,
soybean meal and 50% of faveira pods; FP75% = corn, soybean meal and 75% of faveira pods
and FP = only of faveira pods. The in vitro cultured inoculum was prepared in 300ml of rumen
fraction from the fistulated sheep + of 600 ml of nutrient solution added of CO2 and placed at in
vitro incubator at 39 °C for 72 hours. The regression analysis indicated linear effect for pH and
concentration of protozoans (P <0.05) and quadratic effect on bacterial population as a function
of incubation time (P <0.05), reaching the minimum value of 0.49 x 109 / ml of bacteria in 48
hours of incubation. The incubation time had a significant effect on the concentrations of all fatty
acids (P <0.05), whereas the concentration of the isobutyrate acid and the ratio C2:C3, this effect
was quadratic (P <0.05) and in the other acids showed increasing linear effect. The in vitro
culture of rumen contents for up to 72 hours was not efficient for maintaining the fermentation

characteristics, reducing the original microbial population, which limits its use in in vitro assays
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for foods evaluation, such as gas production technique. The variables for gas production using
cultured inoculum was not influenced (P> 0.05) by the interaction inoculum vs substrate. The in
vitro cultured inoculum at the proportion of 25 ml showed be equivalent (P> 0.05) to the control
inoculum in relation to partition factor (PF) and the truly degraded organic matter (MOVD),
verifying even lower (P <0 05) PG (ml / g DM) and concentration of CH4 by incubating the
substrates with the in vitro cultured inoculum 75. Among them, the worst (P <0.05) FP was
found for cultivated in vitro 75, resulting from the low overall PG upon incubation of the
substrate with this inoculum. The results for degradation of DM, OM and NDF were consistent
with the results for gas production, with ruminal inoculum cultured in vitro in proportion of 25mi
associated with the nutrient medium has shown an equivalent (p <0.05) to the control inoculum.
The concentration of NHs-N, the bacteria population and the molar concentration of SCFA were
higher (P <0.05) upon substrates incubation in in vitro cultured inoculum by the proportion of 75
ml with no nutrient medium. The in vitro cultivated inoculum in the proportion 25 mL proved to
be equivalent to the inoculum obtained directly from the rumen of sheep to estimate the
fermentation parameters of concentrated feed, especially microbial efficiency, indicating

feasibility of its use in gas production technique.

Keywords: Concentrated feed; methane; microbial efficiency; rumen fermentation; ruminal
fluid:;
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INTRODUCAO

As técnicas de avaliagdo de alimentos in vitro adotadas para estimar a degradabilidade
de alimentos no rimen representam modelos bioldgicos que simulam os processos de digestéo
que acontecem in vivo. Essas técnicas permitem a manipulacdo dos parametros de fermentacéo,
além de permitir avaliacdo de maior numero de amostras em menor tempo e com maior controle
das condicGes experimentais in vitro. A busca por controlar com maior precisdo o ambiente in
vitro tem levado ao desenvolvimento de técnicas alternativas, aumentando substancialmente a
capacidade de pesquisa e o conhecimento da microbiologia do rdmen e dos processos
bioquimicos envolvidos na fermentacdo no ambiente ruminal.

A técnica in vitro de producdo de gases fornece uma estimativa da degradabilidade da
matéria seca, da matéria organica e da fracdo fibrosa dos alimentos, além de ser um indicador
dos produtos finais da fermentacdo, como metano, &cidos graxos de cadeia curta e nitrogénio
amoniacal. Os sistemas de degradacdo in vitro utilizados na estimativa do valor nutritivo de
forragens tém sido muito difundidos, devido & capacidade analitica e ao baixo custo (ARAUJO
etal., 2011; BUENO et al., 2005).

O in6culo ruminal € uma das principais fontes de variagdo das técnicas in vitro, pois a
microbiota presente - responsavel pela fermentacdo do alimento ao longo do tempo - varia em
funcdo da dieta fornecida ao animal, do periodo de coleta e também entre animais. Segundo
Bueno et al. (2005), a frequéncia, o tempo de coleta e a diluicdo final do in6culo sdo as
principais fontes de variacdo. Mould et al. (2005) e Pasada et al. (2012) citam como potenciais
fontes de variacdo da concentracdo da populacdo microbiana no inoculo o efeito individual,
nutricdo dos animais doadores e as preparac@es tanto das amostras a serem avaliadas in vitro
quanto do indculo a ser utilizado.

Outro aspecto relacionado ao contetdo ruminal é a espécie de animal doador utilizado,
pois este também tem uma influéncia sobre a qualidade do in6culo (BUENO et al., 2015). O uso
de pequenos ruminantes, especialmente ovinos, € amplamente aceito nos estudos de
digestibilidade e metabolismo ruminal, devido a facilidade de manuseio, ao baixo custo de
manutengdo e alimentacdo de ruminantes menores em relagdo a ruminantes maiores, como
bovinos. Valores de digestibilidade obtidos em ovinos sdo aceitos como o padrdo mundial para a
maioria dos sistemas de avaliacdo de alimentacdo para ruminantes (BUENO et al., 2005). Porém,
para reduzir as variacfes devido ao animal é necessario ter varios animais doadores de contetdo
ruminal (WILLIAMS, 2000) o que torna a adicdo da técnica mais onerosa e propicia a variacoes

dos resultados quando ndo se tem a disponibilidade do nimero de animais adequado.
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Considerando a importancia do inéculo nas técnicas in vitro e o seu efeito na
fermentacdo, relacionada a quantidade de animais doadores e de coletas do contetdo ruminal,
principalmente quando provenientes de pequenos ruminantes se tem estimulado procedimentos
que possam simular o ambiente ruminal artificial, conservando-se o indculo por maior periodo
de tempo tal como o ambiente natural, evidenciado pela adogdo de técnicas como o Rusitec
(Rumen Simulation Technique). O desenvolvimento dessas técnicas permite o estudo das
caracteristicas dos inoculos quanto a capacidade fermentativa, o que envolve avaliacdo do pH,
N-NHs, producdo de &cidos graxos volateis e populacdo microbiana ao longo do tempo
(MARTINEZ et al., 2010).

Para ser uma ferramenta experimental adequada, um rumen artificial deve imitar o
rimen natural tanto no ambiente fisico (temperatura, pH etc.) quanto na manutencdo de
populacdes microbianas que devem ser representativas no ramen artificial, em termos de
quantidade e de qualidade, daquelas encontradas no rumen do animal hospedeiro (ZIEMER et
al., 2000) e assim manter as caracteristicas fermentativas do inoculo in vitro. Assim, objetivou-se
com essa pesquisa avaliar a manutencdo de inoculos cultivados in vitro a partir do conteddo
ruminal de ovinos para uso em sistemas in vitro de avaliacdo de alimentos para ruminantes.

Esta Tese apresenta-se estruturada em Introducdo e Referencial Teorico, redigidos segundo as
normas do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui, e
em dois capitulos: Capitulo 1 - Cultivo in vitro de indculo ruminal de ovinos para uso em
sistemas in vitro de avaliacdo de alimentos para ruminantes. Capitulo 2 - Uso de in6culo ruminal
cultivado in vitro na avaliacdo de alimentos pela técnica de producdo de gases, elaborados como
artigos cientificos, redigidos de acordo com as normas editoriais do periddico Animal Feed

Science and Technology, ao qual serdo submetidos para publicacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Fermentacgdo e microbiota ruminal

Os ruminantes distinguem-se dos demais animais por possuirem caracteristicas
anatdmicas e simbidticas que lhes permitem digerir e aproveitar eficientemente a fracdo fibrosa
dos alimentos como fonte de energia (VALADARES FILHO e PINA, 2011). A maior parte da
digestdo dos ruminantes é realizada por uma microbiota anaerobica presente no ramen. O
ambiente do rimen atua como uma camera de fermentacéo e devido suas caracteristicas ideais de
temperatura em torno de 39 a 42 °C; anaerobiose (baixa concentracdo de oxigénio); pH tampéo
entre 6,0 e 7,0; presenca de bactérias, protozoérios e fungos (atividade fermentativa); suplemento
de nutriente e continua remocdo de digesta e dos produtos da fermentacdo, favorece o
desenvolvimento continuo da populacdo microbiana (KOZLOSKI, 2011).

A fermentacdo do alimento no rimen € um processo anaerdébico, conhecido como
processo fermentativo. O modo como esse processo fermentativo ocorre, assim como 0s
produtos finais gerados a partir do mesmo, séo dependentes da dieta ingerida pelo animal
(RUSSELL, 1998). Os produtos finais resultantes do processo de fermentacdo ruminal sdo os
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como os acidos acético, propiénico e butirico, amonia
(NHs), células microbianas e gases como Hz, CO2 e metano (CHs). A estequiometria da
conversdo de um mol de glicose a AGCC e a proporcdo em que cada acido é produzido,
dependem da espécie bacteriana, que pode ser especializada em produzir um tipo ou outro de
acido e principalmente da concentracdo de H> dentro da célula (KOZLOSKI, 2011). O gas H é
produzido principalmente pela oxidacdo do NADH, numa reacdo catalisada por uma
desidrogenase e mediada por uma ferrodoxina: NADH + H* — NAD™ + Hj. De acordo com o
balanco estequiométrico da fermentacdo ruminal, os maiores produtores de Hz e CH4 sdo 0s
microrganismos que produzem acetato e butirato (HEGARTY e GERDES, 1998).

As bactérias e protozoarios ciliados do ramen séo responsaveis pela degradagéo de 70 a
85% da matéria seca digestivel da racdo. Dentre 0os microrganismos presentes no ramen, as
bactérias representam a maior populagdo do ambiente ruminal, de 10*° a 10%/mL, seguida da
populacdo metanogénica, de 108 a 10°%/mL, e pelas populagdes de protozoarios ciliados e fungos,
em cerca de 108/mL cada uma (KUMAR et al., 2009).

As bactérias do ambiente ruminal variam muito em especificidade por substrato. A
maioria utiliza monémeros ou oligdbmeros liberados do tecido vegetal por hidrélise de polimeros,

incluindo amido, pectina, celulose, hemicelulose, lipideos e proteinas. A hidrélise de polimeros
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por bactérias fermentadoras de carboidratos ou outros compostos, inclui bactérias “especialistas”
como Ruminobacter amylophilus, que utiliza somente amido ou seus produtos de degradacao
para seu crescimento, e Fibrobacter succinogenes, que utiliza principalmente a celulose ou seus
produtos finais (STEWART et al., 1997).

A populacdo de protozoarios do ambiente ruminal representa cerca da metade da
biomassa microbiana, sdo responsaveis por aproximadamente 25% da atividade celulolitica
microbiana ruminal e auxiliam na manutencdo do balanco de H e no pH mais elevado por
engolfar granulos de amido (DEHORITY, 2003).

Nenhuma das bactérias e protozoarios que fermentam carboidratos produz metano, mas
muitos produzem formato, H> e CO2 como produtos finais. Espécies de bactérias metanogénicas
podem transformar H, e CO2 em metano. O formato é convertido em Hz e CO; pelas bactérias
metanogénicas, sendo essa sintese um mecanismo gerador de energia para as bactérias
(VALADARES FILHO e PINA, 2011).

A dieta € o fator que mais influencia o niumero e propor¢des relativas das distintas
espécies de microrganismos que existem no ramen. A mudanca na dieta impde ao animal um
periodo de transi¢do na populacdo microbiana do ramen, com alteracdes nas proporcdes entre as
distintas espécies para dar um novo equilibrio e promover uma melhor adaptacdo a nova dieta,
porém a transicdo das espécies microbianas pode favorecer organismos facultativos oportunistas
gue podem dominar a fermentacdo, pela producdo de &cidos e diminuicdo do pH ruminal,
conduzindo a distarbios ruminais (VAN SOEST, 1994).

As alteracdes mais profundas na populacdo de microrganismos do rumen ocorrem
quando se compara dietas com maiores propor¢des de concentrados, em relacdo aquelas com
maior proporcao de volumoso. Podem ocorrer também variagdes devido ao processamento dos
ingredientes, envolvendo principalmente a granulometria e peso, a frequéncia e a quantidade do
alimento fornecido (MOULD et al., 2005; ARCURI et al., 2011).

Mudangcas na dieta promovem mudancas no pH ruminal. A maioria dos microrganismos
do rumen tem sua atividade metabdlica paralisada quando h& grande diferenca entre o pH do
meio e 0 seu pH citoplasmatico. As bactérias fibroliticas e protozoarios necessitam de pH entre
6,2 e 6,8, para atuarem de forma adequada no processo fermentativo. Segundo Van Soest (1994),
pH abaixo de 6,2 aumenta o tempo de colonizacao da fibra e inibe sua degradacéo. No entanto,
as bactérias amiloliticas vdo atuar em uma faixa de pH mais baixo (5,8), isso demonstra que o
pH do liquido ruminal influencia a degradacdo dos alimentos de forma diferenciada, sendo a
faixa de pH ideal entre 55 e 7,0 (FURLAN et al., 2011). A manutencdo do pH em niveis
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adequados (6,0 a 7,0) depende da capacidade de producdo de agentes tamponantes, como sais a
base de carbonatos, e da remoc¢do dos AGVs por meio da absor¢do no rimen (VAN SOEST,
1994).

2.3. Sistemas in vitro para avalia¢édo da fermentacéo ruminal

Diversos sistemas tém sido desenvolvidos com o objetivo de atingir condi¢des proximas
as observadas no rumen. As técnicas in vitro tém sido descritas para estimar a degradabilidade de
alimentos no rumen, representando modelos biolégicos que simulam os processos de digestdo
que acontecem no animal vivo. Estas técnicas permitem a manipulacdo de parametros que
definem o estado do animal e, se devidamente avaliadas em relagcdo a observagdes in vivo,
podem ser apropriadas para estudar a resposta do animal quando um fator € controlado sem a
interacdo de outros fatores relacionados, evidenciando seu principal efeito.

O uso dessas técnicas é importante pela minimizacdo dos custos, possibilidade de
avaliacdo de maior nimero de amostras, menor tempo necessario e maior controle das condi¢des
ambientais em relagéo aos experimentos in vivo (MAKKAR, 2005).

Uma das desvantagens das técnicas in vitro é a necessidade de ter, pelo menos, trés
animais doadores de contetdo ruminal para controlar variacdes devidas ao animal. Além disso, a
técnica se torna trabalhosa, por possibilitar analisar grande quantidade de amostras. Erro
substancial pode resultar em valores obtidos nas fases iniciais da degradacdo, devido a perda de
peso; e para volumosos de baixa qualidade, a aderéncia de microrganismos nos primeiros
estagios pode até levar a pesos mais elevados e, portanto, a distorcdo dos resultados, se a
modelagem cinética ndo incorporar a fase lag (McDONALD, 1981; DHANOA, 1988).

VariagBes nas técnicas in vitro decorrem, em parte, da atividade microbiana do indculo,
que pode ser influenciada pela frequéncia, tempo de coleta e diluicdo final com tampao (BUENO
et al., 2005; RYMER et al., 2005). Podem ocorrer variagbes devido ao processamento das
amostras, envolvendo principalmente a granulometria e o peso. Também estdo sujeitas a
diferencas atribuidas ao meio de cultura, quanto ao volume de liquido ruminal em relagcdo a
solugéo nutritiva, ajuste adequado do pH e disponibilidade de substratos.

As variagdes nos procedimentos experimentais se referem ao tempo de incubacédo das
amostras, manutengéo da anaerobiose no meio de cultura, bem como erros laboratoriais. O fluido
de ramen representa a maior fonte de variagdo que ndo pode ser controlada nestas técnicas
(LOPEZ, 2005). A atividade microbiana e a quantidade de microrganismos no liquido ruminal

podem apresentar diferencas marcantes com as diferentes espécies animais, racas, individuos, e
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dentro do mesmo animal ao longo do tempo, bem como para a dieta dos animais doadores
(MOULD et al., 2005).

2.3.1. Técnica in vitro de producéo de gases

A técnica in vitro de producdo de gases € bastante utilizada, por apresentar grande
potencial em descrever a cinética de fermentagdo e de degradagdo ruminal, determinar a
producdo de acidos graxos de cadeia curta, nitrogénio amoniacal, metano, além de possibilitar a
verificacdo do efeito de fatores antinutricionais presentes nos alimentos (BUENO et al., 2005;
ABDALLA et al., 2008; SALLAM et al., 2009).

A técnica consiste na incubacdo dos substratos em frascos vedados com fluido de
indculo tamponado, causando a acumulagéo de gases de fermentacdo no espaco interno do frasco
(head space). Um transdutor de pressdo € usado para medir e liberar o gas acumulado para
restaurar a pressao atmosférica no interior da garrafa. A medicdo de pressdo acumulada no head
space € utilizada para gerar estimativas de volume de gas a partir de uma funcdo quadréatica
derivada de medicdes simultaneas de pressdo e volume. Ao contrério dos sistemas totalmente
automaticos, que combinam cada frasco com seu proprio transdutor de pressao, a técnica in vitro
semiautomatica de producédo de gas utiliza um Unico transdutor de pressao para todos os frascos
de fermentacdo. As principais vantagens dessa técnica sdo a alta capacidade, custo reduzido, facil
manutencdo, controle ambiental, maior seguranca e reducdo nos erros de operacdo e medigédo
(THEODOROU et al., 1994).

Uma caracteristica da técnica de producdo de gases € que, ao se combinar a mensuragao
do gas com a degradacdo do alimento, obtém-se uma variavel capaz de relacionar a proporcao de
substrato fermentado com a propor¢do de substrato incorporado na massa microbiana (RYMER
etal., 2005).

Uma vantagem de estimar a extensao e a cinética de degradacdo do alimento a partir do
volume de gas produzido com utilizagcdo da técnica de producdo de gases € que o0 curso da
fermentacdo e o papel dos componentes solveis do substrato podem ser quantificados (PELL et
al., 1994). O gas produzido pela técnica é resultado direto da degradacdo do substrato pelos
microrganismos do liquido ruminal (atividade microbiana), sendo também gerado indiretamente
pelo tamponamento do meio (TAGLIAPIETRA et al., 2010). O gas produzido como produto da
fermentacdo e o perfil acumulado deste gas podem dar informacéo sobre a degradabilidade do
alimento e cinética de sua fermentagdo (GETACHEW et al., 1998).

As estequiometrias da fermentacdo das hexoses na producdo de gases através da
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atividade microbiana foram descritas por Hungate (1966):
1 mol hexose + 2 H,O — 2 acetato +2 CO2 +4 H;

1 mol hexose+2H, — 2 propionato + 2 H>O
1 mol hexose — 1 butirato + 2 CO> + 2 H»
CO2+4H, — CH4 + 2 H,O

A producdo de propionato € a Unica reacdo que ndo gera dioxido de carbono. A
quantidade de gases diretos produzidos é varidvel em diferentes proporcdes molares de
AGV (GETACHEW et al., 1998; RYMER et al., 2005). Maior producdo de gases é verificada
principalmente quando o substrato é fermentado a acetato e butirato (PASADA e NOGUERA,
2005).

O indculo pode promover variacBes nas producdes de gases in vitro, por ser fornecedor
dos microrganismos necessarios para que 0 processo fermentativo ocorra no laboratorio assim
como ocorre no ambiente ruminal. Segundo Rymer et al. (2005), o indculo é obviamente uma
fonte crucial de variacdo, embora, quando fluido de rimen ¢é utilizado, o principal objetivo é
assegurar que a atividade microbiana seja suficientemente elevada para revelar a taxa e a
extensdo da fermentacéo.

A atividade dos microrganismos no liquido ruminal, de acordo com Bueno et al. (2005)
pode ser influenciada principalmente por fatores como a frequéncia, o tempo de coleta e a
diluicdo final do in6culo com a solucdo nutritiva. Além dessas, Mould et al. (2005) e Pasada et
al. (2012) também destacam outras potenciais fontes de variacdo no indculo, como o efeito
individual dos animais, o efeito da nutricdo dos doadores, e as preparacfes tanto das amostras a
serem avaliadas in vitro quanto do indculo a ser utilizado.

Outro aspecto relacionado ao contetdo ruminal é a espécie de animal doador utilizado,
pois este também tem influéncia sobre a qualidade do indculo. O uso de pequenos ruminantes,
especialmente ovinos, € amplamente aceito nos estudos de digestibilidade e metabolismo
ruminal, devido a facilidade de manuseio animal ao baixo custo de manutencao e alimentagéo de
ruminantes menores em relagdo a ruminantes maiores, como bovinos. Valores de digestibilidade
obtidos em ovinos sdo aceitos como o padrdo mundial para a maioria dos sistemas de
alimentacdo de ruminantes (BUENO et al., 2005). Porém, para reduzir as varia¢fes devidas ao
animal € necessario ter, varios animais doadores de conteudo ruminal (WILLIAMS, 2000), o que
torna a adocdo da técnica mais onerosa e propicia a variagdes dos resultados quando néo se tem a

disponibilidades do numero de animais adequado para se obter o contetudo ruminal.



393
394
395
396
397
398
399
400

401

402
403

404
405
406

407
408
409

410
411

412
413

414
415
416

417
418
419

420
421

422

423
424

425
426

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDALLA, A.L. et al. Utilizacdo de subprodutos da industria de biodiesel na alimentacéo de
ruminantes. Revista Brasileira de Zootecnia, v.37, p.260-268, 2008. (Suplemento).

ARAUJO, R.C. et al. Use of blanks to determine in vitro net gas and methane production when
using rumen fermentation modifiers. Animal Feed Science and Technology, v.166-167, n.1,
p.155-162, 2011.

ARCURI, P.B.; LOPES, F.C.F.; CARNEIRO, J.C. Microbiologia do rimen. In: BERCHIELLI,
T.T.; PIRES, A.V.; OLIVEIRA, S.G. Nutricdo de ruminantes. Jaboticabal, SP: FUNEP, 2011.
p.111-150.

BUENO, I.C.S. et al. Influence of inoculum source in a gas production method. Animal Feed
Science and Technology, v.123-124, p.95-105, 2005.

BUENO et al., In vitro methane production and tolerance to condensed tannins in five ruminan
species. Animal Feed Science and Technology, v. 205, p. 1-9, 2015

26

t

DEHORITY, B. A. Rumen Microbiology. Nottingham University Press, Nottingham, UK, 2003,

p. 372.

DHANOA, M.S. On the analysis of dacron bag data for low degradability feeds. Grass and
Forage Science, v.43, p.441-444, 1988.

FURLAN, R.L.; MACARI, M.; FARIA FILHO, D.E. Anatomia e fisiologia do trato
gastrintestinal. In: BERCHIELLI T.T.; PIRES A.V.; OLIVEIRA S.G. (Eds). Nutricéo de
ruminantes. 2 ed. Jaboticabal, SP: FUNEP, 2011, p. 01-23.

GETACHEW, G.; BLUMMEL, M.; MAKKAR, H.P.S.; BECKER, K. In vitro gas measuring
techniques for assessment of nutrition quality of feeds: a review. Animal Feed Science and
Technology, v.72, p.261-281, 1998.

HEGARTY, R.S.; GERDES, R. Hydrogen production and transfer in the rumen. Recent
Advances in Animal Nutrition. v. 12, p. 37-44, 1998.

HUNGATE, R.E. The rumen and its microbes. London: Academic Press, 1966. 533 p.

KOZLOSKI, G.V. Bioquimica dos ruminantes. 2.ed. Santa Maria, RS: Editora UFSM, 2011.
140p.

KUMAR, S. et al. Factors affecting rumen methanogens and methane mitigation strategies.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, v.25, n.9, p.1557-1566, 2009.



427
428
429

430
431
432

433
434

435
436

437
438
439

440
441

442
443

444
445
446

447
448

449
450

451
452

453
454
455

456
457
458

459
460
461

462
463

464
465
466

467
468

27

LOPEZ, S. In vitro and in situ techniques for estimating digestibility. In: DIJKSTRA, J.;
FORBES, J.M.; FRANCE, J. (Ed.). Quantitative aspects of ruminant digestion and
metabolism. 2 ed. Cambridge: CABI Publishing, 2005. p. 87-121.

MARTINEZ, M. E. et al. Comparison of fermentation of diets of variable composition and
microbial populations in the rumen of sheep and Rusitec fermenters. Il. Protozoa population and
diversity of bacterial communities. Journal of Dairy Science, v. 93, p. 3684-3698, 2010.

MAKKAR, H. P. S. In vitro gas methods for the evaluation of feeds containing phytochemicals.
Animal Feed Science and Technology. v. 123/124, n. 1, p.291-302, 2005.

McDONALD, 1. Arevised model for the estimation of protein degradability in the rumen.
Journal of Agricultural Science. v. 96, p. 251252, 1981.

MOULD F. L.; KLIEM K. E.; MORGAN R.; MAURICIO R. M. In vitro microbial inoculum: A
review of its function and properties. Animal Feed Science and Technology. v. 123; p.31-50,
2005.

PASADA S.L.; NOGUERA, R.R. Técnica in vitro de produccion de gases: Una herramienta para
la evaluacion de alimentos para rumiantes. Livest Res Rural Development. v. 17, n. 36. 2005.

PASADA, S.L. et al. Ruminant feces used as inoculum for the in vitro gas production technique.
Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias, v.25, n.1, p.592-602, 2012.

PELL, A.N.; SCHOFIELD, P.; STONE, W.C. Rates of digestion of feeds measured in vitro with
computers. In: CORNELL NUTRITION CONFERENCE, 1997, Cornell University.
Proceedings... Cornell University, 1994. p.74-81.

RYMER, C. et al. In vitro cumulative gas production techniques: History, methodological
considerations and challenges. Animal Feed Science and Technology. v. 123, p. 9-30, 2005.

RUSSELL, J.B. The importance of pH in the regulation of ruminal acetate to propionate ratio
and methane production in vitro. Journal of Dairy Science. v. 81, p. 3222-3230, 1998.

SALLAM, S. M. A. et al. Efficacy of eucalyptus oil on in vitro ruminal fermentation and
methane production. Options Méditerranéennes, n.85, p.267-272, 2009.

TAGLIAPIETRA, F. et al. In vitro rumen fermentation: Effect of head space pressure on the gas
production kinetics of corn meal and meadow hay. Animal Feed Science and Technology,
n.158, p.197-201, 2010.

THEODOROU, M.K.; WILLIAMS, B.A.; DHANOA, M.S.A simple gas production method
using a pressure transducer to determine the fermentation kinetics of ruminant feeds. Animal
Feed Science and Technology, v.48, p.185-197, 1994.

VALADARES FILHO, S.C.; PINA, D.S. Fermentacdo Ruminal. In: BERCHIELLI, T. T;
PIRES, A. V.; OLIVEIRA, S.G. Nutri¢éo de ruminantes. Jaboticabal, SP: FUNEP, 2011. p.151-
182.

VAN SOEST, P.J. Nutritional Ecology of the Ruminant, 3" ed. Cornell University Press,
Ithaca, N, USA, 1994,

STEWART, C.S.; FLINT, H.J.; BRYANT, M.P. The rumen bacteria. In: HOBSON, P.N. e
STEWART, C.S. (eds.) The rumen microbial ecosystem. 2 ed. London: Blackie Academic e
Professional, 1997. cap. 2, p.10-72.

WILLIAMS, B. A. Cumulative gas production techniques for forage evaluation. In: GIVENS,
D.I.; OWEN, E.; AXFORD, R. F. E.; OMED, H. M. (Eds.), Forage Evaluation in Ruminant


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840111004184#bib0110

469

470
471
472

473

474
475

476
477

478
479
480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

28

Nutrition. CABI Publishing,Wallingford, UK, pp. 189-213, 2000.

ZIEMER, C.J.R. et al. Comparison of microbial populations in model and natural rumens using
16S ribosomal RNA-targeted probes. Environmental Microbiology I. v. 2, n. 6, p. 632-643.
2000.

4. CAPITULO I

Cultivo in vitro de in6culo ruminal de ovinos para uso em sistemas in vitro de avaliacdo de
alimentos para ruminantes.

Lilia Raquel Fé da Silva ®; Vania Rodrigues Vasconcelos #; Adibe Luiz Abdalla ®, Arnaud Azevedo Alves?
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Resumo: Objetivou-se com esse estudo avaliar a manutencdo do indculo cultivado in
vitro até 72 horas, para ser usado em sistemas in vitro de avaliacdo de alimentos para ruminantes.
Utilizou-se como doadores de in6culo ruminal quatro ovinos adultos Santa Inés providos de
canulas ruminais em um delineamento em blocos completos ao acaso com médias repetidas no
tempo. Os parametros de fermentacdo do inoculo adaptado foram analisados em 12 estruturas de
covariancia, com escolha da melhor estrutura de acordo com o critério bayesiano (BIC). A
analise de regressao indicou efeito linear decrescente para pH e concentracdo de protozoarios
(P<0,05) e efeito quadratico para populacdo de bactérias em funcdo do tempo de incubacdo
(P<0,05) atingindo o valor minimo de 0,49 x 10%mL de bactérias no tempo de 48 horas de
incubagdo. O tempo de incubacdo teve efeito significativo sobre as concentragdes de todos os
acidos graxos (P<0,05), sendo que na concentracdo do acido isobutirato e a relacdo C2:C3 esse
efeito foi quadréatico (P<0,05) e nos demais acidos apresentaram efeito linear crescente. O cultivo
in vitro do contetudo ruminal por até 72 horas ndo se mostrou eficiente para manutencdo das
caracteristicas fermentativas, com redugdo na populacdo microbiana original, o que limita seu

uso em ensaios in vitro para avaliagdo de alimentos, como a técnica de produgdo de gases.
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Palavras-chave: eficiéncia microbiana; fermentacdo ruminal; fluido ruminal.

Introducéo

A descricdo dos processos digestivos e metabdlicos ocorridos no ramen devem ser
fundamentados em dados bioldgicos. Nos ruminantes, a obtencdo desses dados tem sido
facilitada pelo uso de técnicas in vitro capazes de representar o processo de fermentagdo e
possibilitar estimativas da taxa e grau de degradacdo dos nutrientes, equivalentes aos obtidos in
Vivo.

A qualidade da fermentacdo de um alimento em um sistema in vitro pode ser
influenciada pelas caracteristicas do proprio alimento incubado, do contetdo do rimen utilizado
como inoculo e das condicdes experimentais sob as quais a incubacdo é conduzida. Segundo
Mould et al. (2005), o conteudo do rimen representa a principal fonte de variacdo da técnica in
vitro. A atividade microbiana e a quantidade de microrganismos presentes no liquido ruminal
podem apresentar variacdes importantes em funcdo das espécies animais, racas, individuos, e no
mesmo animal ao longo do tempo, bem como para a dieta dos animais doadores.

Para a avaliacdo de alimentos in vitro, é necessario coletar indculo ao longo do tempo e
de animais diferentes, principalmente quando proveniente de pequenos ruminantes, 0 que
implica em repeticdes frequentes de processos invasivos. Para amenizar este problema sdo
estimulados o uso de procedimentos para conservar o indculo por maior periodo de tempo,
evidenciado pela adocdo de técnicas como o Rusitec (Rumen Simulation Technique) que tem
como caracteristica importante a capacidade de manter um padrdo de fermentagdo continua,
semelhante ao padrdo observado in vivo no rimen dos animais doadores do contetdo ruminal.

O desenvolvimento destas técnicas envolve o estudo das caracteristicas dos indculos
quanto a capacidade fermentativa, o que envolve avaliacdo do pH, N-NHz, producdo de cidos

graxos volateis e populacdo microbiana (Martinez et al., 2010). Assim, essa pesquisa foi
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realizada com o objetivo de avaliar a manutencdo dos inéculos do contetdo ruminal de ovinos
cultivados in vitro até 72 horas de fermentacao.
Material e Métodos

1. Local

A coleta do conteudo ruminal dos ovinos e a manutencdo do inéculo cultivado in vitro
foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sdo Paulo (LANA/CENA/USP), Piracicaba-SP, Brasil. Os tratamentos
avaliados e a técnica de manutencdo do inoculo foram estabelecidas segundo exigéncias da
Comisséo Interna de Meio Ambiente e Etica em Experimentacdo Animal do CENA/USP.

1.1. Preparo do indculo cultivado in vitro por 72h

Foram utilizados como doadores de contetdo ruminal quatro ovinos machos castrados
da raca Santa Inés (60 * 2,5 kg de PV) providos de canula no rimen e adaptados por sete dias a
uma dieta com 40% de feno de capim-Tifton 85 e 60% de concentrado (70% milho e 30% de
farelo de soja), disponibilizada duas vezes no dia, as 8:00 e 16:00 h com livre acesso a mistura
mineral e 4gua, formulada segundo o NRC (2007) para mantenca.

Fracdes liquidas e sélidas do contetdo ruminal foram recolhidas separadamente de cada
animal antes da refeicdo da manhd e mantidas em condi¢bes anaerdbias. A fase liquida foi
armazenada em garrafas térmicas pré-aquecidas a 39 °C e a fase solida em sacos de plastico em
refrigeradores com sacos térmicos aquecidos a 39 °C. A fragdo liquida foi obtida por uma sonda
acoplada a uma seringa (capacidade para 100 mL) e a fracdo sélida por uma pin¢a de ago
inoxidavel. Apds a coleta, todo o material foi enviado imediatamente para o laboratério, onde
foram preparados os inéculos. Um indculo foi preparado para cada animal. Por cada indculo, 500
g do solido e 500 mL do liquido do contetdo ruminal foram homogeneizados durante 10 s,
filtrados em trés camadas de tecido de algoddo como descrito por Bueno et al. (2005). O material

filtrado foi entdo mantido em banho-maria (39 °C) sob a saturagdo de CO> até a sua utilizacao.
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Os indculos foram preparados e incubados em incubadora in vitro TECNAL (modelo
TE-150) a 39 °C, em quatro jarras com capacidade para 2 L. Em cada jarra colocou-se 300 mL
do conteddo ruminal de um ovino e 600 mL de solucdo nutritiva e injecdo de CO2 por 10 s.
Como substrato para 0s microrganismos, em cada jarra adicionou-se um saco de nailon (8x12 cm
e 50 um) contendo 12 g da dieta composta por 40% de feno de capim-Tifton e 60% de
concentrado (Tabela 2), o qual foi substituido por um outro igual apos 24 horas da incubacéo,
permanecendo na jarra até as 72 h de fermentacdo (Czerkawski e Breckenridge ,1977 ; Carro et
al. 2009).

A solucdo nutritiva (pH = 7,0), foi obtida segundo Theodorou et al. (1994), a partir de
solugBes de micro (CaCl2.2H20; MnCl..2H20; CoCl2.6H20 e FeCls.6H.0) e macrominerais
(Na2HPO4; KH2PO4 e MgS04.7H20), solucdo tampdo (NH4COs e NaHCO3), solucéo redutora
(Cysteine HCI; NaOH 1M e Na2S.9H20) e solucdo indicadora (Resazurim). Para manter o
tamponamento e, consequentemente, o pH do indculo cultivado, retirava-se uma fracdo de 100
mL do mesmo e completava-se o volume com 100 mL de solucdo nutritiva a cada 24 horas de
fermentacao.

As condicdes dos indculos cultivados foram monitoradas durante todo o tempo de
incubacdo, com coletas de amostras a cada 24 h - momento em que era realizada a injecdo de
CO. para manter o ambiente anaerdbico - para determinacdo do pH, da concentracdo de &cidos
graxos de cadeia curta e para a quantificacdo de bactérias e protozoérios.

O pH foi determinado com potencidmetro digital portatii TECNAL, calibrado com
solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0.

A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi determinada de acordo
com Palmquist e Conrad (1971). Cerca de 1,6 ml de fluido ruminal tamponado foi centrifugado a
15 min por 15000 x g a 4° C (Sorvall Superspeed RC2-B, Newton, CT, EUA) com 0,4 mL de

solugdo 3:1 de &cido metafosforico 25% com &cido formico 98-100% + 0,2 mL de solucéo de
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acido 2-etil-butirico 100 mM (padrdo interno, PM = 116,16; CAS 88-09-5; Sigma Chemie
Gmbh, Steinheim, Alemanha). Apés a centrifugacdo, aproximadamente 1,2 mL foi transferido
para o vial cromatografico. Injetou-se 01 pl de amostra em cromatografo gasoso (GC HP 7890A;
integrador HP 7683B, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com coluna capilar
HP-FFAP (19091F- 112; 25m; 0,320 mm; 0,50 um; J&W Agilent Technologies Inc.; Palo Alto,
CA, EUA). Com hidrogénio (1,35 mL/min) como gas de arraste.

A curva de calibracdo externa foi feita com padrbes cromatograficos (Chem Service,
West Chester, PA, EUA) de acido acético (99,5%; CAS 64-19-97), propibnico (99%; CAS 79-
09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2), butirico (98,7%; CAS 107-92-6), isovalérico (99%; CAS
503-74-2) e valérico (99%; CAS 109-52-4). A solucdo-padrdo de maior concentracdo
(denominada “‘superalta’) continha 200 mM de acido acético, 54 mM de acido propidnico, 6 mM
de &cido isobutirico, 45 mM de &cido butirico, 9 mM de &cido isovalérico e 9 mM de &cido
valérico. As solucdes-padrao subsequentes foram obtidas diluindo-se a solugdo “superalta” por %2
(alta), ¥ (média), 1/8 (baixa) e 1/16 (superbaixa). Para a preparacdo dos vials com solucdes-
padrdo foram adicionadas as mesmas quantidades de solucdo 3:1 acido metafosforico:acido
férmico + padrado interno usadas no preparo das amostras.

As contagens de protozoarios e bactérias nos in6culos foram realizadas ao microscépio,
de acordo com Dehority et al. (1983) e Bryant e Robison (1961), respectivamente.

1.2.Analises quimicas

A composicdo quimica dos ingredientes da racdo dos animais doadores de contetido
ruminal (dieta com 40% de feno de Tifton e 60% de concentrado) e do substrato incubado para
cultivo do in6culo in vitro (Tabelas 1 e 2) foi obtida segundo a AOAC (1995), quanto a matéria
seca (MS) (ID 930,15), matéria mineral (MM) (ID 942,05), matéria organica (MO - 920.39),
proteina bruta (PB) (ID 954,01) e extrato etéreo (EE - ID 920,39). A fibra em detergente neutro

(FDN) (ID 973,18; Mertens, 2002) e fibra em detergente acido (FDA) (ID 973,18; Mertens,
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2002) foram analisadas sequencialmente na mesma amostra em sacos de filtro e corrigidas para
cinza residual, utilizando-se um analisador de fibras ANKOM (ANKOM Technology
Corporation, Macedon, New York, EUA). A FDN foi analisada usando a-amilase termoestavel.
O teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi estimado pela formula CNF=CHOT-FDN,
segundo Hall (2000), sendo CHOT o teor de carboidratos totais, obtido pela férmula

CHOT=100-(PB%+EE%+MM%), proposta por Sniffen et al. (1992).

Tabela 1. Composicdo quimica dos ingredientes

Ingredientes

Feno de

Item capim-Tifton  Farelo de soja Milho Vige”.‘ de
aveira
85
Matéria seca 891,0 875,9 872,1 871,0
g/kgMS
Proteina bruta 60,0 495,6 117,4 106,1
Extrato etéreo 13,7 11,0 24,0 21,0
Fibra em detergente neutro 808,9 145,2 132,9 1427
Fibra em detergente acido 460,6 1154 43,4 138,6
Matéria mineral 58,45 69,0 9,0 33,0
Carboidratos néo fibrosos 59,0 279,2 716,7 697,2
Nutrientes digestiveis totais 485.4 679.9 720.4 666.8

(NDT)*

*Valor estimado pelas equacdes propostas por Cappelle et al. (2001).

Tabela 2. Composicdo quimica do substrato incubado para cultivo do in6culo in vitro

Ingredientes Substratos
Composicao percentual
a/kg MS
Feno de capim-Tifton 85 42,32
Farelo de soja 16,96
Milho em grdo triturado 20,36
Vagem de faveira triturada (VF) 20,36
Total 100,0
Composicao quimica
Matéria seca 923,35
g/kg MS
Matéria orgéanica 957,35

Proteina bruta 157,81
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Fibra em detergente neutro 550,00
Fibra em detergente acido 288,05
Carboidratos néo fibrosos 218,80
Extrato etéreo 30,86
Nutrientes digestiveis totais (NDT)* 582,6

*Valor estimado pelas equacdes propostas por Cappelle et al. (2001).

2. Andlise Estatistica

A manutencdo do indculo cultivado in vitro até 72 horas foi avaliada em delineamento
de blocos completos ao caso, considerando os animais doadores de contetdo ruminal como
bloco e os tratamentos os tempos de fermentacdo (0; 24; 48 e 72 horas). Os parametros de
fermentacdo do indculo cultivado in vitro foram analisados utilizando-se o procedimento
MIXED do SAS versdo 9.2. O modelo incluiu efeitos fixos de tempo (3 GL), e os efeitos
aleatorios de animal (3 GL). Foram ajustadas 12 estruturas de covariancias dos erros para cada
parametro de fermentacdo com selecdo da melhor estrutura segundo o menor valor,
considerando-se o Critério de Informacdo Bayesiano (BIC). As estruturas que ajustaram para o
pH e valerato: Auto regressiva heterogénea de primeira ordem (ARMA (1,1)); Protozoérios: Ante
dependente de primeira ordem (ANTE (1)); Bactérias e Acetato: Diagonal principal "Bartded"
(UN(1)); Propionato, Butirato, Isobutirato, Isovalerato, Total e a relagdo C2:C3: Auto-regressiva
de primeira ordem heterogénea (ARH(1)). O efeito de tempo foi decomposto em dois contrates

polinomiais ortogonais: linear e quadratico, com significancia de P <0,05.

Resultados e Discussao

O tempo de incubacdo influenciou (P<0,05) o pH do in6culo cultivado in vitro, com
alteracbes nas populagdes de protozoarios e bactérias (Figuras 1, 2 e 3). Com base nos
coeficientes de determinacdo e na significAncia estatistica (P<0,05), a analise de regressao
indicou efeito linear decrescente para pH e para concentracdo de protozoarios, e efeito

quadratico para concentracOes de bactérias, em funcdo do tempo de incubacéo.
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A solucdo nutritiva utilizada no preparo do indculo cultivado in vitro tem a funcédo de
atuar como “saliva artificial”, proporcionando o tamponamento do meio para manter as
condicdes favoraveis para fermentacdo microbiana. Porém, a adi¢do da solucdo nutritiva a cada
24 horas de incubacdo do indculo cultivado in vitro ndo foi suficiente para manter o pH do
indculo cultivado. Além da solucdo nutritiva a rapida taxa de fermentacdo do substrato incubado
(racdo concentrada) contribuiu para diminuicdo do pH dos inoculos cultivados durante os tempos
de incubacdo.

O decréscimo da populacdo de protozoéarios esta relacionado com a queda do pH,
devido esses microrganismos serem sensiveis a pH muito baixo (Franzolin e Dehority, 1996).
Valores de pH inferiores a 6,7+0,5 limitam a atividade microbiana e a manutencdo do processo
de fermentacdo que ocorre normalmente no ramen (Van Soest, 1994). A concentracdo total de
protozoarios variou de 37,3 x 10° protozoarios/mL de fluido ruminal no inicio a 6,8 x 10°
protozoarios/mL de fluido ruminal no tempo de 72 horas de incubacdo representando uma

diminuicdo de mais de 60% da populacéo total no inéculo cultivado in vitro.

6,6
]

6,4 ;
y =-0,0129x + 6,1028

6,2 R? = 0,8349
6,0 1
5,8

5,6

pH do indculo

5,0 T T T
0 24 48 72

Tempo incubagdo (h)

Figura 1. Variacdo do pH do in6culo cultivado in vitro em funcéo do tempo de incubag&o.
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47
42
37
32
27
22
17
12

y =-0,415x + 35,445
R?=0,8932

2 T T 1
0 24 48 72

Protozoarios (10°/mL)

Tempo incubagdo (h)

Figura 2. Concentracéo de protozoarios no inéculo cultivado in vitro em
fung&o do tempo de incubacéo.

8,1

y = 0,0025x2 - 0,2444x + 6,4954
6,1 R?=0,8437

Bactérias (10° /mL)

Tempo incubagdo (h)

Figura 3. Concentracdo de bactérias no indculo cultivado in
vitro em fungdo do tempo de incubacéo.

A populacdo de bactérias apresentou uma queda acentuada no periodo de manutencao
do inéculo, com a concentragdo variando de 6,7 x 10° bactérias/mL no inicio para 0,49 x 10°/mL
as 48 horas de incubacdo. Essa reducdo esta relacionada as diferengas observadas no ambiente in
vitro - condigOes de pH, temperatura e anaerobiose — em relagdo ao verificado in vivo, que séo
ideais para o desenvolvimento da comunidade microbiana. O substrato incubado nas jarras como
fonte de nutrientes para os microrganismos pode ter influenciado a diminui¢do do crescimento
das bactérias no indculo cultivado, pois o substrato foi disponibilizado apenas uma vez, o que
favoreceu a répida fermentacdo do substrato nas primeiras horas, principalmente dos

carboidratos ndo fibrosos, com posterior indisponibilizacdo de nutrientes para o crescimento
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microbiano nos tempos finais de fermentacéo.

O tempo de incubacgdo influenciou (P<0,05) as concentracdes dos acidos graxos e a
relacdo C2:C3, com efeito quadratico para concentracdo do acido isobutirato e relacdo C2:C3 e
efeito linear crescente para os demais acidos graxos (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC mM/mL) no in6culo cultivado
in vitro até 72 h de incubacéo

Tempo (h)
Parametros Equacao de regresséo P
0 24 48 72
AGCC (mM/mL)

Acetato 60,29 69,05 70,34 93,33 Y=24,38+0,95x 0,0077
Propionato 17,08 32,68 34,04 38,76 Y=24,60+0,19x 0,0041
Butirato 13,13 27,27 27,08 35,21 Y=10,82+0,33x 0,0349
Valerato 1,57 3,64 5,47 7,87 Y= 0,65+0,1003x 0,0281
Isobutirato 1,01 0,69 1,08 1,07 Y=-0,08 + 0,04x - 0,0003x> 0,0126
Isovalerato 2,93 2,34 3,62 3,29 Y=3,05 0,2124
Total 96,04 135,70 14164 175,01 Y=74,91+1,39x 0,0001
C2:C3 3,68 2,12 2,08 2,49 Y=2,60-0,029+0,0003x2 0,0042

C2:C3 =relacéo acetato:propionato.

A producdo e a propor¢do molar dos acidos graxos sdo resultantes principalmente do
substrato fermentado, da velocidade de fermentacdo e do pH ruminal (Souza et al., 2010). O
comportamento da producdo de AGCC no in6culo cultivado in vitro esta de acordo com a queda
do pH no meio e também com a caracteristica do alimento (dieta com maior teor de concentrado)
incubado como substrato para os microrganismos, 0 que resultou em maior atividade microbiana

sobre os carboidratos ndo fibrosos.

As concentracfes de propionato e butirato aumentaram em mais de 20% a partir do inicio
da incubagdo (tempo 0), porém contribuiram para menor relacdo C2:C3 devido ao pH, pois
segundo Zhen-hu et al. (2004) valores de pH inferiores a 6,8, além de outros fatores, favorecem a

diminuicdo da relagdo acetato:propionato. As propor¢des molares de acidos graxos de cadeia
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curta produzidos durante a fermentacdo nos indculos cultivados estdo de acordo com os valores
normalmente produzidos no processo de fermentacdo ruminal in vivo, que variam de 45 a 75%,
15 a 45% e 11 a 13% para o0 acetato, propionato e butirato, respectivamente (Kozloski, 2011) e a

relacdo C2:C3 entre 0,9 a 4,0 (Johnson e Johnson, 1995).

Concluséao

O cultivo in vitro do in6culo a partir do contetdo ruminal de ovinos por até 72 horas
ndo se mostrou eficiente para manutencdo das caracteristicas fermentativas, com reducdo na
populacdo microbiana original, o que limita seu uso em ensaios in vitro para avaliacdo de

alimentos, como a técnica de producéo de gases.
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5. CAPITULO I

Uso de indculo ruminal cultivado in vitro na avaliagdo de alimentos pela técnica de

producéo de gases

Lilia Raquel Fé da Silva ®; Vania Rodrigues Vasconcelos #; Adibe Luiz Abdalla ®, Arnaud Azevedo Alves?
2Universidade Federal do Piaui, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Zootecnia, Teresina, PI.
®Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

* Autor para correspondéncia. Telefone (+55) (86) 3215-5750. e-mail: liliaraquelfe@yahoo.com.br

Resumo: Objetivou-se com esse estudo avaliar a influéncia da proporcdo do inéculo
ruminal de ovinos cultivado in vitro sobre a microbiota e fermentacdo ruminal, a degradabilidade
dos nutrientes e a producéo de metano (CH4) de ragfes concentradas pela técnica de producéo de
gases. Utilizou-se um sistema semiautomatico de producdo de gas (PG) por 24h em um
delineamento em blocos ao acaso utilizando modelos mistos com efeito fixo dos inoculos,
substratos e suas interacdes e como efeito aleatério os animais e o erro. Utilizou-se como
substrato racdo concentrada com niveis crescente de vagem de faveira (Parkia platycephala
Benth.) em substituicdo ao grdo de milho como fonte energética. Os substratos foram: Controle =
milho e farelo de soja; VF2s% = milho, farelo de soja e 25% vagem de faveira; VFso% = milho,
farelo de soja e 50% vagem de faveira; VF7s% = milho, farelo de soja e 75% vagem de faveira e
VF = somente vagem de faveira. A producdo de gases (PG) néo foi influenciada (P>0,05) pela
interacdo indculo x substrato. O indculo cultivado in vitro na propor¢do 25 mL mostrou-se
equivalente (P>0,05) ao indculo controle quanto ao fator de particdo (FP) e & matéria organica
verdadeiramente degradada (MOVD), verificando-se ainda menor (P<0,05) PG (mL/g MS) e
concentracdo de CHs ao incubar os substratos com o indculo cultivado in vitro 75. Dentre 0s

indculos, o FP inferior (P<0,05) foi verificado para o cultivado in vitro 75, decorrente da baixa
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PG total quando da incubacdo dos substratos com este inoculo. Os resultados para
degradabilidade da MS, MO e FDN foram condizentes com os resultados para producdo de gas,
tendo o inoculo ruminal cultivado in vitro na propor¢cdo 25 mL associado ao meio nutritivo se
mostrado equivalente (P<0,05) ao in6culo controle. A concentracdo de N-NHz3, a populacdo de
bactérias e a concentracdo molar de AGCC foram maiores (P<0,05) quando da incubacgédo dos
substratos em indculo cultivado in vitro na propor¢do de 75 mL sem meio nutritivo. O inoculo
cultivado in vitro na proporcdo 25 mL mostrou-se equivalente ao indculo obtido diretamente do
conteddo ruminal de ovinos para estimativa dos parametros de fermentacdo das racOes
concentradas, principalmente eficiéncia microbiana, indicando viabilidade de sua utilizacdo na
técnica de producdo de gases.

Palavras-chave: atividade microbiana; fermentagdo ruminal; metano; ragdo concentrada.

Introducéo

A técnica de producdo de gases in vitro consiste em um sistema relativamente simples e
rapido para avaliacdo de alimentos para ruminantes, devido a capacidade analitica e ao baixo
custo. Nesta técnica, o indculo tem a funcdo de fornecer a microbiota adequada para fermentar
ou degradar um alimento ao longo do tempo, por isso € importante que esse apresente uma
atividade microbiana adequada. VariagOes nas estimativas do valor nutritivo dos alimentos por
essa técnica decorrem, em grande parte, dessa atividade microbiana do indculo - que pode ser
influenciada pela frequéncia de alimentacdo do animal, pelo tempo de coleta e pela dilui¢do final
do inéculo com solugdo nutritiva (Bueno et al., 2005; Rymer et al., 2005).

A composicdo da dieta dos animais doadores de in6culo e os nutrientes disponiveis a
microbiota ruminal sdo os principais fatores que determinam o crescimento e a atividade

microbiana do indculo, impactando na fermentacdo dos nutrientes no rumen e,
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consequentemente, na concentracdo dos produtos finais da fermentacdo, o que pode levar a
diferencas nos dados obtidos com a técnica de producéo de gases in vitro (Nagadi et al., 2000).

Alteracdes mais profundas na populacéo dessa microbiota ocorrem com o uso de dietas
com maiores proporcdes de concentrados (Calsamiglia et al., 2008; Carro et al., 2009), devido a
reducdo do pH do fluido ruminal (Franzolin e Dehority, 1996). A maioria dos microrganismos do
rimen tem sua atividade metabdlica paralisada quando ha grande diferenca entre o pH do meio e
0 seu pH citoplasmatico. As bactérias fibroliticas e os protozoarios necessitam de pH entre 6,2 e
6,8, para atuarem de forma adequada no processo fermentativo. No entanto, as bactérias
amiloliticas vao atuar em uma faixa de pH mais baixo (5,8), indicando que o pH do liquido
ruminal influencia de forma diferenciada a populacdo presente no rimen e, dessa forma, a
fermentacao do alimento, sendo a faixa de pH ideal entre 5,5 e 7,0 (Furlan et al., 2011).

Outro aspecto a ser considerado é a manutencdo dos animais doadores com uma dieta
contendo ingredientes similares aos a se avaliar nos ensaios in vitro (Nagadi et al., 2000). Na
pratica, isso seria dificil, devido a necessidade de utilizacdo de um nimero maior de animais nos
experimentos e da necessidade de uma maior quantidade dos ingredientes a serem testados. Uma
alternativa ao uso de maior quantidade de doadores de conteddo ruminal seria a utilizacdo de
indculos cultivados in vitro, a partir de uma fonte de micro-organismos presentes no rimen dos
doadores.

Essa pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar a influéncia da proporcdo do
indculo ruminal de ovinos cultivado in vitro sobre a microbiota e fermentagdo ruminal, a
degradabilidade dos nutrientes e a producdo de metano (CHs) de ragGes concentradas pela

técnica de producdo de gases.

Material e Métodos

1. Local
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Os ensaios in vitro e as analises quimicas foram realizados no Laboratdrio de Nutrigdo
Animal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo
(LANA/CENAJ/USP), em Piracicaba, SP, Brasil. Os tratamentos avaliados e as técnicas adotadas
foram estabelecidas de acordo com a Comissdo Interna de Meio Ambiente e Etica em
Experimentacdo Animal do CENA/USP.

2. Delineamento experimental

O efeito do indculo cultivado in vitro na producdo de gases foi avaliado utilizando-se
como substrato uma racdo concentrada - contendo farelo de soja, milho e diferentes niveis de
vagem de faveira (Parkia platycephala Benth.) em substituicdo ao grdo de milho como fonte
energética, em delineamento de blocos ao acaso, considerando os animais como blocos e os
indculos cultivados in vitro como tratamento. No ensaio de producdo de gases utilizou-se dois
frascos por tratamento em cada incubacdo (8 ino6culos + 5 substratos + 2 frascos + 2 brancos),
sendo a média dos dois frascos a repeti¢do. Os substratos foram: Controle = milho e farelo de
soja; VF2s9% = milho, farelo de soja e 25% vagem de faveira; VFso% = milho, farelo de soja e 50%
vagem de faveira; VFrse = milho, farelo de soja e 75% vagem de faveira e VF = vagem de

faveira.

2.1. Andlises quimicas

A composi¢do quimica das amostras (Tabelas 1 e 2) foi obtida segundo foi obtido
segundo a AOAC (1995), quanto a matéria seca (MS) (ID 930,15), matéria mineral (MM) (ID
942,05), matéria organica (MO - 920.39), proteina bruta (PB) (ID 954,01) e extrato etéreo (EE -
ID 920,39). A fibra em detergente neutro (FDN) (ID 973,18; Mertens, 2002) e fibra em
detergente acido (FDA) (ID 973,18; Mertens, 2002) foram analisadas sequencialmente na mesma
amostra em sacos de filtro e corrigidas para cinza residual, utilizando-se um analisador de fibras

ANKOM (ANKOM Technology Corporation, Macedon, New York, EUA). A FDN foi analisada
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839 usando a-amilase termoestavel. O teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foi estimado pela
840  formula CNF=CHOT-FDN, segundo Hall (2000), sendo CHOT o teor de carboidratos totais,

841  obtido pela formula CHOT=100—(PB%+EE%+MM%), proposta por Sniffen et al. (1992).

Tabela 1. Composicéo quimica dos ingredientes das racdes

Ingredientes

Item

Farelo de soja Milho Vagem de faveira
Matéria seca 875,9 872,1 871,0
g/kgM$S
Proteina bruta 495.6 117,4 106,1
Extrato etéreo 11,0 24,0 21,0
Fibra em detergente neutro 145,2 132,9 1427
Fibra em detergente acido 115,4 43,4 138,6
Matéria mineral 69,0 9,0 33,0
Carboidratos néo fibrosos 279,2 716,7 697,2
Nutrientes digestiveis totais (NDT)* 679,9 720,4 666,8
*Valor estimado pelas equacGes propostas por Cappelle et.al. (2001).
842
Tabela 2. Composicdo quimica dos substratos
_ Substratos
Ingredientes Controle  VFasy VFaos VFrssg VF
Composigao percentual
o/kg MS
Farelo de soja 28,65 29,49 29,40 29,49 0,00
Milho em gréo triturado 71,35 52,80 35,30 17,71 0,00
Vagem de faveira triturada (VF) 0,00 17,71 35,30 52,80 100,0
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Composi¢ao quimica
Matéria seca 888,9 883,1 897,0 894,1 871,0
g/kgM$S
Matéria organica 970,4 963,8 967,0 964,1 967,0
Proteina bruta 2279 263,2 228,8 233,1 106,1
Fibra em detergente neutro 404,2 429,9 4393 436,9 1427
Fibra em detergente &cido 61,0 86,6 1229 123,7 138,6
Carboidratos ndo fibrosos 305,8 235,8 255,9 248,0 697,2
Extrato etéreo 32,3 35,0 43,8 47,7 21,0
Nutrientes digestiveis totais (NDT)* 708,2 698,3 688,8 679,4 666,8
*Valor estimado pelas equacGes propostas por Cappelle et.al. (2001).
843

844  2.2. Preparo do indculo cultivado in vitro por 72h
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Foram utilizados como doadores de contetdo ruminal quatro ovinos machos castrados
da raca Santa Inés (60 * 2,5 kg de PV) providos de canula no rimen e adaptados por sete dias a
uma dieta com 40% de feno de capim-Tifton 85 e 60% de concentrado (70% milho e 30% de
farelo de soja), disponibilizada duas vezes no dia, as 8:00 e 16:00 h com livre acesso a mistura
mineral e &gua, formulada segundo 0 NRC (2007) para mantenca.

Fracdes liquidas e sélidas do contetdo ruminal foram recolhidas separadamente de cada
animal antes da refeicdo da manhd e mantidas em condi¢bes anaerdbias. A fase liquida foi
armazenada em garrafas térmicas pré-aquecidas a 39 °C e a fase solida em sacos de plastico em
refrigeradores com sacos térmicos aquecidos a 39 °C. A fracdo liquida foi obtida por uma sonda
acoplada a uma seringa (capacidade para 100 mL) e a fracdo solida por uma pinca de aco
inoxidavel. Apds a coleta, todo o material foi enviado imediatamente para o laboratorio, onde
foram preparados os indculos. Um indculo foi preparado para cada animal. Por cada in6culo, 500
g do solido e 500 mL do liquido do contetdo ruminal foram homogeneizados durante 10 s,
filtrados em trés camadas de tecido de algoddo como descrito por Bueno et al. (2005). O material
filtrado foi entdo mantido em banho-maria (39 °C) sob a saturagdo de CO> até a sua utilizacao.

Os indculos foram preparados e incubados em incubadora in vitro TECNAL (modelo
TE-150) a 39 °C, em quatro jarras com capacidade para 2 L. Em cada jarra colocou-se 300 mL
do conteddo ruminal de um ovino e 600 mL de solucdo nutritiva e injecdo de CO2 por 10 s.
Como substrato para 0s microrganismos, em cada jarra adicionou-se um saco de nailon (8x12 cm
e 50 um) contendo 12 g da dieta composta por 40% de feno de capim-Tifton e 60% de
concentrado (Tabela 2), o qual foi substituido por um outro igual apds 24 horas da incubacdo,
permanecendo na jarra até as 72 h de fermentacdo (Czerkawski e Breckenridge ,1977 ; Carro et
al. 2009).

A solugéo nutritiva (pH = 7,0), foi obtida segundo Theodorou et al. (1994), a partir de

solugdes de micro (CaCl2.2H20; MnCl2.2H.0; CoCl>.6H20 e FeCls.6H20) e macrominerais
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(Na2HPO4; KH2PO4 e MgS04.7H20), solucdo tampdo (NH4COs e NaHCO3), solugéo redutora
(Cysteine HCI; NaOH 1M e Na2S.9H.0) e solucdo indicadora (Resazurim). Para manter o
tamponamento e, consequentemente, o pH do indculo cultivado, retirava-se uma fracdo de 100
mL do mesmo e completava-se o0 volume com 100 mL de solucdo nutritiva a cada 24 horas de
fermentacao.

As condicBes dos indculos cultivados foram monitoradas durante todo o tempo de
incubacdo, com coletas de amostras a cada 24 h - momento em que era realizada a injecédo de
CO. para manter o ambiente anaerdbico - para determinagdo do pH, da concentracdo de acidos

graxos de cadeia curta e para a quantificacdo de bactérias e protozoarios.

2.3. Ensaio de producéo de gases com indculo cultivado in vitro

Os substratos foram avaliados pela técnica in vitro semiautomatica de producdo de
gases (PG) (Bueno et al., 2005), utilizando-se um transdutor de pressdo e um registrador de
dados (Pressure Press Data 800, LANA, CENA/USP, Piracicaba, Brasil).

Foram utilizados in6culos cultivados in vitro no laborat6rio por 72 horas e indculos
provenientes diretamente do conteudo ruminal dos ovinos doadores. A coletado a fracdo liquida
do contetdo ruminal dos ovinos foi obtida por uma sonda acoplada a uma seringa (capacidade
100 mL) e a fracdo sélida por uma pinca de aco inoxidavel. 500 g do sélido e 500 mL do liquido
do contedo ruminal foram misturados durante 10 s, filtrados em trés camadas de tecido de
algodao e mantidos em banho-maria (39 °C), sob CO> até a inoculagéo.

A solugéo nutritiva (pH = 7,0), foi obtida segundo Theodorou et al. (1994), a partir de
solugdes de micro (CaCl2.2H20; MnCl2.2H.0; CoCl,.6H20 e FeCls.6H2.0) e macrominerais
(Na2HPO4; KH2PO4 € MgS04.7H,0), solucdo tampdo (NH4sCOs e NaHCO3), solugéo redutora
(Cysteine HCI; NaOH 1M e Na2S.9H.O) e solucdo indicadora (Resazurim), sendo

continuamente saturado com CO2 e mantido a 39 °C até utilizacéo.
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Pesou-se 0,5 g e cada substrato (racdes concentrada) em sacos de filtro Ankom #F57,
(50 mm x 40 mm, porosidade 10 pm). Realizou-se dois ensaios de producdo de gases: No
primeiro, os substratos foram incubados em 96 frascos de 160 mL (head space de 85 mL) com
50 mL da solucdo nutritiva e 25 mL de indculo provenientes diretamente do conteddo ruminal
dos doadores. No segundo, adicionou-se 75 mL do inéculo cultivado in vitro (in6culo cultivado
75) sem a solucdo nutritiva.

Os frascos foram imediatamente fechados com rolha de borracha butilica de 20 mm
(Bélico Glass Inc., Vineland, Nova lorque, EUA), agitados manualmente e incubados a 39 °C em
estufa de circulacédo forcada de ar por 24 h. A pressao do gas (p) no head space foi medida as 4,
8, 12 e 24 h. A producéo de gas foi calculada utilizando-se a equacdo definida para as condi¢bes
laboratoriais e do ensaio (Soltan et al., 2012):

V = 7,365 x p (n = 500; 2 = 0,99)
Sendo: V = volume de gas (mL); p = pressdo mensurada (psi). A producdo total de gas foi
considerada como a soma das produc@es parciais de cada leitura.

Para determinacdo da producdo de metano (CH4), amostrou-se 2,5 mL de gas a cada
tempo de medi¢do, com uma seringa de 10 mL, e armazenou-se em um tubo de vacuo de 10 mL.
A concentracdo de metano foi determinada por cromatografia de fase gasosa (Shimadzu 2014,
Tokyo, Japdo) equipado com uma coluna microempacotada Shincarbon ST 100/120 (diametro
externo de 1,5875 mm, diametro interno de 1,0 mm, e comprimento de 1 m; n°® 19809, Restek,
Bellefonte, PA, EUA). As temperaturas da coluna, do injetor e do detector de ioniza¢do de chama
foram 60, 200 e 240 °C, respectivamente. O Hélio, a 10 mL/min foi usado como gas de arraste. A
concentracdo de CH, foi determinada por calibracdo externa com curva analitica (0, 30, 60, 90 e
120 mL/L) preparado com CH4 puro (White Martins Gases PRAXAIR industrial Inc., Osasco,
Brasil; 995 mL/L de pureza). A concentragcdo de CHs foi determinada de acordo com Longo et

al. (2006), sendo:
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CHs (mL)= (PG (mL) + head space, 85 mL) x concentra¢do de CHa, mL/mL

A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi determinada de acordo
com Palmquist e Conrad (1971). Cerca de 1,6 ml de fluido ruminal tamponado foi centrifugado a
15 min por 15000 x g a 4° C (Sorvall Superspeed RC2-B, Newton, CT, EUA) com 0,4 mL de
solucdo 3:1 de &cido metafosférico 25% com acido férmico 98-100% + 0,2 mL de solucéo de
acido 2-etil-butirico 100 mM (padrédo interno, PM = 116,16; CAS 88-09-5; Sigma Chemie
Gmbh, Steinheim, Alemanha). Apds a centrifugacdo, aproximadamente 1,2 mL foi transferido
para o vial cromatografico. Injetou-se 01 pl de amostra em cromatografo gasoso (GC HP 7890A;
integrador HP 7683B, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com coluna capilar
HP-FFAP (19091F- 112; 25m; 0,320 mm; 0,50 um; J&W Agilent Technologies Inc.; Palo Alto,
CA, EUA). Com hidrogénio (1,35 mL/min) como géas de arraste.

A curva de calibracdo externa foi feita com padrbes cromatograficos (Chem Service,
West Chester, PA, EUA) de acido acético (99,5%; CAS 64-19-97), propibnico (99%; CAS 79-
09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2), butirico (98,7%; CAS 107-92-6), isovalérico (99%; CAS
503-74-2) e valérico (99%; CAS 109-52-4). A solucdo-padrdo de maior concentracao
(denominada ““superalta’) continha 200 mM de acido acético, 54 mM de &cido propidnico, 6 mM
de &cido isobutirico, 45 mM de &cido butirico, 9 mM de &cido isovalérico e 9 mM de &cido
valérico. As solucdes-padrao subsequentes foram obtidas diluindo-se a solugdo “superalta” por Y2
(alta), Y2 (média), 1/8 (baixa) e 1/16 (superbaixa). Para a preparacdo dos vials com solugdes-
padrdo foram adicionadas as mesmas quantidades de solucdo 3:1 acido metafosférico:acido
férmico + padrado interno usadas no preparo das amostras.
2.4. Degradabilidade ruminal e caracteristicas de fermentacéo

Decorridas 24 h da incubacdo, os sacos contendo o residuo ndo degradado foram
removidos e imersos em agua com gelo para cessar o processo de fermentacdo microbiana. A

matéria organica verdadeiramente degradavel (MOVD) foi determinada de acordo com Van
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Soest et al. (1991). Os sacos foram tratados sequencialmente por 1 h a 90 °C com uma solucao
detergente neutra, com a-amilase termoestadvel, em um analisador de fibra ANKOM?220
(ANKOM Technology Corporation, Macedon, New York, EUA), lavados com agua destilada
quente e acetona e mantidos em estufa a 105 °C por 24 h. Em seguida, foram incinerados em
forno mufla a 550 °C. A diferenca entre as quantidades de MO incubada e MO néo degradada foi
considerada MOVD (mg). A diferenca entre a quantidade de fibra em detergente neutro (FDN)
incubada e o residuo ndo degradado foi considerada FDN degradada. O fator de particdo (FP),
um indicador da eficiéncia microbiana, foi calculado pela razdo da MOVD (mg) pelo volume de
gas (mL), apo6s 24 h de incubacdo (Blummel et al., 1997).

A concentracdo de N-NHs foi medida de acordo com Preston (1995), pelo método
micro-Kjeldahl, com destilacdo a vapor com solucdo de tetraborato de sodio (5%), sendo o N-
NH3 recolhido em solugéo de &cido borico (20%) e determinado por titulagdo com solucéo de
H2SO4 (0,05 N). As contagens de protozoéarios e bactérias nos inoculos foram realizadas ao
microscopio de luz, de acordo com Dehority et al. (1983) e Bryant e Robison (1961),

respectivamente.

2.5.Andlise Estatistica

Os dados foram analisando em blocos ao acaso utilizando-se modelos mistos, com
efeito fixo dos indculos (2 graus de liberdade, GL), substratos (4 graus de liberdade, GL) e suas
interacbes (8 grau de liberdade, GL) e os animais e 0 erro considerados efeito aleatdrio,
utilizando-se o procedimento MIXED do SAS (2002). As médias foram estimadas com auxilio
do comando LSMEANS. Quando significativas, as médias dos tratamentos foram comparadas
pela diferenga minima significativa de Fisher (Fisher’s Protected Least-Significant Difference-

LSD), ao nivel de probabilidade P < 0,05.
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Resultados e Discussao

N&o houve interacdo (P>0,05) inoculo x substrato para as varidveis da producao de
gases. O indculo cultivado na propor¢do 25 mL associado a solucdo nutritiva mostrou-se
equivalente (P>0,05) ao in6culo controle quanto ao fator de particdo (FP) e a matéria organica
verdadeiramente degradada (MOVD). Menor valor de PG (mL/g MS) (P<0,05), menor
concentracdo de CH4 e maior valor de FP foram obtidos com o indculo cultivado na proporcéo
75 mL sem solucdo nutritiva (Tabela 3). Este resultado para FP indica que menor eficiéncia de
producdo de massa microbiana com o inoculo cultivado 75, com necessidade de maior
quantidade de MO degradada dos substratos para gerar 1 mL de gases.

Tabela 3. Efeito de in6culo associado a substrato na producdo de gases (PG), producgdo de
metano (CH.), matéria organica verdadeiramente degradavel (MOVD) e Fator de particao (FP)

Indculos EPM!
Substratos
Controle Cultivado 25 Cultivado 75
PG (mL/g MS)
Controle 344a* 228b 102c 19,87
VFas50 346a 228b 102¢ 19,87
VFs09% 311a 228b 91c 19,87
VF75% 366a 233b 123c 19,87
VF 404a 247b 130c 19,87
CH4 (mL/g MS)
Controle 24,75a 0,468b 0,096b 2,95
VF2s0% 27,60a 0,416b 0,013b 2,95
VFs0% 25,82a 0,515b 0,043b 2,95
VF759% 31,10a 0,544b 0,472b 2,95
VF 36,74a 0,691b 0,260b 2,95
MOVD (g)
Controle 0,322a 0,331a 0,292b 0,011
VFas50 0,315a 0,330a 0,332a 0,011
VFs0% 0,341a 0,335a 0,301b 0,011
VF750 0,332a 0,344a 0,313a 0,011
VF 0,330a 0,327a 0,319a 0,011
FP (mg/mL)
Controle 1,27b 1,88b 3,61a 0,235
VF2s0 1,24b 1,85b 4,08a 0,235
VFs09% 2,12b 1,89b 4,15a 0,235
VF750 1,24b 1,89b 3,84a 0,235
VF 1,08b 1,67b 3,40a 0,235

VF=vagem de faveira; ‘EPM = Erro padrdo da média; *Médias seguidas de letras diferentes na linha
diferem entre si (P<0,05).

A producdo cumulativa de gases foi maior quando da utilizagdo do indculo controle e
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menor para o indculo cultivado na proporcdo 75 mL (Figura 1). A avaliacdo da producéo
cumulativa de gases se verificou na fase exponencial do modelo de producdo de gases,
correspondente ao intervalo de tempo 6 a 30 horas, segundo Fortaleza et al. (2013). Decorridas

24 horas de incubacao, foi verificada menor producdo cumulativa para os inoculos cultivados.

2,6
2,5 A
2,4 -
2,3 A
2,2 -
2,1 A

2 .
1,9 -
1,8 -
1,7 -
1,6
1,5
1,4

y = 1,2295e00285¢
R?=0,8967

000 ¢

y = 1,139e00177

R 0.913 @ Controle

B Cultivado 25

Cultivado 75

Produgdo de gas (mL/g MS)

y = 1,0769e00071x

1,3 R%=0,8032
1,2
1,1 ;
1 ! T T T T 1
4 8 12 16 20 24

Tempo incubagdo (h)

Figura 1. Produgdo cumulativa de gases in vitro em funcdo do inéculo e tempo de

incubacdo, observadas e ajustadas a formula exponencial: 10M(PG (mL/gMS) /1000)

A producdo acumulativa de gases estd associada ao crescimento rapido dos
microrganismos, consistindo a fermentacdo do resultado das interacdes dos microrganismos com
a maneira como degradam os substratos (Mauricio et al., 2001). A diferenca na producdo
acumulativa de gases observada na figura 1 entre os indculos pode ser explicada pela maior
atividade de fermentacdo dos microrganismos do indculo controle em relagdo aos cultivados in
vitro.

A composicdo dos substratos incubados influenciou (P<0,05) o pH do ambiente de
fermentagdo in vitro, promovendo altera¢cBes na microbiota dos indculos e nas concentragdes de
N-NH3z e AGCC (Tabela 4 e Figura 2). Elevadas concentragfes de nutrientes digestiveis totais

(NDT) de dietas e ingredientes influenciam a fermentagcdo ruminal, com redugéo no pH e nas
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concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHz3) e acidos graxos de cadeia curta (Calsamiglia et
al., 2008). Essas alteracGes impactam diretamente a atividade dos microrganismos ruminais
(Palmonari et al., 2010), principalmente os protozoarios, sensiveis a baixo pH, o0s quais
necessitam de pH>6,0 para atuarem adequadamente no processo fermentativo (Franzolin e
Dehority, 1996). No entanto, as bactérias amiloliticas atuam em uma faixa de pH mais baixo
(5,8) (Furlan et al., 2011).

Tabela 4. Efeito de in6culo associado a substrato no pH, concentragdo de
nitrogénio amoniacal (N-NHs; mg/100mL) e contagem de protozoarios e

bactérias
In6culos
Substratos Controle  Cultivado 25  Cultivado 75 EPM
pH
Controle 6,6a* 6,5b 5,1c 0,042
VFas0 6,5a 6,4b 5,1c 0,042
VFs00 6,5a 6,4a 5,1b 0,042
VF75% 6,5a 6,4a 5,1b 0,042
VF 6,4a 6,4a 5,0b 0,042
N-NH3; (mg/100mL)
Controle 37,18b 19,42c 44,45a 6,35
VFas50 37,62a 20,12b 42,87a 6,35
VFso% 33,86b 20,56¢ 43,13a 6,35
VF75% 36,83a 22,22b 40,63a 6,35
VF 35,35a 18,72b 40,83a 6,35
Protozoarios (10°/mL)
Controle 9,31a 1,53b 2,94b 1,20
VFas0 9,16a 1,59b 2,36b 1,20
VFso0 8,98a 1,29b 2,79 1,20
VF75% 10,57a 1,40b 2,83b 1,20
VF 9,56a 1,18b 2,44b 1,20
Bactérias (10° /mL)
Controle 1,32b 0,657c 2,13a 0,158
VFas50 1,28b 0,652c 2,27a 0,158
VFs0% 1,42b 0,647c 2,06a 0,158
VF75% 1,79b 0,651c 2,17a 0,158
VF 1,35b 0,628¢c 2,51a 0,158

VF=vagem de faveira; 'EPM = Erro padrdo da média; Médias seguidas de letras
diferentes na linha diferem entre si (P<0,05).

A composigdo de microrganismos num sistema in vitro, deve ser representativa, em
termos de quantidade e qualidade, daquela encontrada no rimen do animal hospedeiro. A
populacdo de protozoarios nos indculos do estudo mostrou-se mais representativa no indculo

controle, provido diretamente do contetdo ruminal dos ovinos doadores, devido ao fato do pH
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ruminal nesse inoculo manter-se acima de 6,0. A populacdo de bactérias mostrou-se mais
representativa no indculo cultivado na proporcdo 75 mL, o que esta relacionado com o tipo de
substrato incubado (racdo concentrada) e o menor pH desse indculo o que propiciou o maior
crescimento da populacdo de bactérias no indculo cultivado 75. Lopes et al. (2015) analisaram o
indculo de ovinos doadores do contetdo ruminal para o preparo do indculo cultivado in vitro
(alimentados com dietas ricas em concentrado) e constataram a predominancia de bactérias do
género Prevotella, responsaveis pela degradacdo de amido, o que comprova o perfil da
populacdo de bactérias presente nos indculos.

A estrutura e abundancia das comunidades Archaea e bacteriana verificadas por
Romagnoli et al. (2012) por gPCR no indculo controle e cultivado in vitro na propor¢do 25 mL e
constataram a predominancia de bactérias e a reducao de Archaea no inéculo cultivado. A menor
presenca das Archaeas no indculo cultivado esté relacionada ao perfil do substrato incubado
(racdo concentrada ou vagem de faveira) sem presenca de volumoso (fibra) o que favoreceu a
queda do pH e propiciou um ambiente mais hostil a sobrevivéncia das bactérias metanogénicas,
devido a baixa produg&o de H: resultante dessa fermentagéo.

As concentragfes de N-NHs foram suficientes para promover o crescimento microbiano
nos inoculos avaliados, pois superaram 0 minimo estabelecido por Preston (1986), 5 mg/100 mL.
Esses resultados corroboram os verificados por Calsamiglia et al. (2012), em que o0 aumento da
disponibilidade de carboidratos de elevada capacidade de fermentacdo determina a taxa de
crescimento microbiano e consequentemente melhora a eficiéncia de utilizacdo do N-NHz no
ambiente ruminal.

A concentragdo dos AGCC foi maior (P<0,05) ao se utilizar o inoculo cultivado 75,
resultando em menor pH nesse inéculo (Figura 2). A produgdo e a propor¢do molar dos AGCC

sdo determinadas principalmente pelo substrato fermentado, velocidade de fermentacdo e pH
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ruminal (Souza et al., 2010). Com a reducao do pH ha aumento na concentracdo de &cidos graxos

volateis.

220 -~
200 -
180 - M acet
?_:' 160 - H prop
140 -
E M but
T 120 -
O 100 ~ M valer
o
g 80 - Misob
60 - .
i isov
40 A
20 - M C2:C3
0 - i total
Controle Cultivado 25 Cultivado 75
Indculos

Figura 2. Efeito de indculo associado a substrato na concentracdo de &cidos
graxos de cadeia curta (mM/mL).

A diminuicdo na proporcdo de acetato em dietas com elevado teor de carboidratos de
rapida fermentacdo ocorre por conta da morte das bactérias fibroliticas e dos protozoarios
(principais produtores de acetato), ocasionada pela diminuicdo do pH ruminal (Mota et al.,
2010), fato observado nesta pesquisa quando da incubacdo de racGes concentradas. Pela
estequiometria da fermentacdo ruminal, quando ha producdo de acido propibnico reduzem as
perdas de energia na forma de CO2 e CHs, pois este AGCC possui capacidade de inibir a
producdo de metano no ramen, por ser utilizado o hidrogénio do ambiente ruminal na sua
formagéo (Ungerfeld et al., 2005). Na fermentacdo in vitro, a producdo de CH4 foi menor com o
inéculo cultivado 25 (em meédia 0,177 mL/g MS) o que esta relacionado a maior producdo de
acido propiénico (em média 38,59 mM/mL) com esse in6culo.

Dietas com concentrados, ricas em amido, propiciam o desenvolvimento de bactérias
produtoras de propionato e estdo associadas ao aumento na propor¢do de propionato em

detrimento do acetato, embora acetato seja sempre 0 mais abundante dos acidos graxos.
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A relacdo acetato:propionato pode interferir no volume total de gases, uma vez que a

maior producdo de acetato favorece a producdo de gases (Beuvink e Spoelstra, 1992). Ha

interacdo entre os acidos graxos volateis e 0 meio nutritivo (tampédo). Com o decréscimo no pH

ha favorecimento a producéo de propionato e, consequentemente, reducao na producéo de gases.

Os resultados para degradabilidade da MS, MO e FDN foram condizentes com 0s

resultados obtidos para producao de gases, sendo os valores obtidos com o inéculo cultivado 25

equivalente (P<0,05) ao indculo controle (Tabela 5). Esses resultados indicam que o indéculo

cultivado 25 tem o mesmo potencial para estimar a degradabilidade de dietas com elevadas

proporcdes de concentrados que o indculo obtido pelo método convencional.

Tabela 5. Efeito de in6culo associado a substrato na degradabilidade da matéria
seca (MS), matéria orgénica (MO) e fibra em detergente neutro (DFDN)

Inéculos
Substratos
Controle Cultivado 25 Cultivado 75 1EPM
DMS (g/kg)
Controle 749a* 770a 679b 25,31
VF2s50 741a 780a 720a 25,31
VFs0% 733a 775a 698b 25,31
VF750% 773a 799a 730a 25,31
VF 780a 771a 754a 25,31
DMO (g/kg)
Controle 746a 768a 677b 26,26
VF2s0 740a 774a 780a 26,26
VFso% 786a 771a 695b 26,26
VF75% 771a 797a 725a 26,26
VF 780a 772a 753a 26,26
DFDN (g/kg)
Controle 552a 591a 432b 39,58
VF250 496b 563a 450b 39,58
VFso% 615a 588a 450b 39,58
VF75% 479ab 539a 376b 39,58
VF 403a 381a 329a 39,58

VF=vagem de faveira; ‘EPM = Erro padrdo da média; *Médias seguidas de letras

diferentes na linha diferem entre si (P<0,05).

Concluséao

O in6culo cultivado in vitro na propor¢do 25 mL mostrou-se equivalente ao inoculo

obtido diretamente do conteddo ruminal de ovinos para estimativa dos parametros de

fermentacdo das ragBes concentradas,

principalmente eficiéncia microbiana,

indicando
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viabilidade de sua utilizacdo na técnica de producao de gases.
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6.CONSIDERACOES FINAIS

e Para manter as caracteristicas no inoculo cultivado in vitro deve-se considerar a
manutencdo do pH e da populagdo microbiana (atividade microbiana), bem como a
disponibilidade de substrato para crescimento microbiano.

e A populacdo de microrganismos no inéculo cultivado in vitro deve ser representativa e
equivalente a do contetdo ruminal dos animais doadores.

e Considerando o cultivo do indculo in vitro para ragdes concentradas deve-se levar em
consideracdo o tempo de incubacdo para manter as caracteristicas fermentativas as do
indculo.

e A dieta para manutencdo do indculo cultivado in vitro também é importante fonte de
variagdo no liquido ruminal, sendo necessérias respostas com dietas com maior

propor¢ao de volumoso.
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FOTOS DO PREPARODO INOCULO CULTIVADO IN VITRO

Figura 1. Ovinos doadores do conteudo ruminal (A): Coleta do contendo ruminal liquide (B):
Coleta do contendo numinal sohdo (C).

Figura 2. Homogeneizagdo das fragdes solida e liquida do conteido rummal (A); Filtragem do
matenial apos homogeneizagdo das fragdes solida e liquida (B); Liquido numinal mantido a 39° C
sob CO,.

£

Figura 3. Preparo da solugdo nutritiva sob adigdo de CO,,
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Figwra 4. Saco de nylon para o substrato e jarra para mcubacdo do mocule amplificado (A):
Preparo do moculo cultivado nas jamras com 300 mL do conteudo rummal e 600 mL de solugio
nutnitiva (B) sob adigio de CO;; Indculo cultivado in virro ate 72 horas.

FOTOS PRODUCAO DE GASES

Figura 1. Preparo da solugdo nutntiva sob adigio de CO2
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Fizura 2. Ovino: doadores de conteido rummal (A); Coleta do contetido rumunal liquide (B):
Coleta do contendo ruminal solido.
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Figura 3. Homogeneizagdo das fragdes solida e liquida do conteudo ruminal (A); Filtragem do
material apos homogeneizagio das fragdes solida e liquida (B): ligmido ruminal mantido a 39° C
sob CO,.

Fizwa 4. Substratos nas gamrafinhas (A); Substrate com moculo e solugido nutnitiva (B); Incubagio
das amostras em estufa com cieulagdo forgada de ar a 39°C (C).

Figwrz 5. Leitura da pressdo (A): Matenal para MOVD (B); Coleta de amostra para determinar
AGCC, N-NH3, contagens de bactérias e protozoarios (C).




