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RESUMO GERAL 

 

Este estudo envolveu dois experimentos. No primeiro, objetivou-se comparar os perfis de 

produção de gás e degradabilidade dos nutrientes de dietas utilizando duas técnicas de produção 

de gás in vitro, automática e semiautomática. Para isso, foi adotado o delineamento 

experimental em blocos casualizados em arranjo fatorial 2 × 2, sendo duas dietas com diferentes 

proporções de carboidratos não fibrosos (CNF), (baixo CNF vs alto CNF) e duas técnicas de 

produção de gás (automática vs semiautomática), com quatro repetições, sendo os blocos 

representados por três ensaios diferentes. A produção de gás oriunda da fermentação dos 

carboidratos fibrosos (Vf2) foi 22% maior na técnica automática em relação à semiautomática. 

Houve interação para a estimativa da produção total de gás (Vt) às 72 horas de incubação (P = 

0,034), onde na técnica automática a produção foi maior em relação a técnica semiautomática, 

para dieta de alto e baixo CNF. A produção de gás oriunda dos CNF (Vf1) apresentou correlação 

positiva de alta magnitude (r = 0,94; R2 = 0,87), enquanto para o Vf2 foi observada correlação 

positiva forte (r = 0,702; R2 = 0,47). Foi observada uma correlação positiva de alta magnitude 

(r = 0,96; R2 = 0,93) entre as técnicas, para a produção total de gás (Vt). Houve maior 

degradabilidade da matéria seca (MS) (+ 3,8%), matéria orgânica (MO) (+ 3,3%). Em ambas 

as dietas, a degradabilidade da proteína bruta (PB) foi maior na técnica semiautomática (P < 

0,0001). A dieta de alto CNF resultou em menor pH e menor N-NH3 no meio de incubação, 

comparado à de baixo CNF, enquanto a degradabilidade da MS, MO e PB aumentou. As 

técnicas de produção de gás automática e semiautomática, estimaram de modo semelhante os 

parâmetros cinéticos e os perfis de produção de gás total, demonstrando o potencial de ambas 

técnicas para avaliação do valor nutricional de dietas com diferentes proporções de CNF. No 

segundo estudo, objetivou-se avaliar o efeito da inclusão de extrato vegetal de Poincianella 

pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz sobre a cinética de produção de gases e a degradabilidade de 

dietas com diferentes proporções de carboidratos não fibrosos (CNF). O delineamento 

experimental foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 × 2, com quatro níveis de 

inclusão de extrato [0, 3, 6, 9% da matéria seca (MS)] e duas dietas (baixo CNF e alto CNF), e 

três repetições, sendo os blocos representados por dois ensaios. Na dieta de alto CNF, a 

degradabilidade da proteína bruta foi reduzida linearmente com o aumento dos níveis de extrato 

de P. pyramidalis (P < 0,05). Houve efeito quadrático (P = 0,0009) do extrato de P. pyramidalis 

sobre a degradabilidade da fibra em detergente neutro, com ponto de máximo estimado em 

609,7 g/kg de MS para o nível de 2,16%. O aumento dos níveis de extrato reduziu linearmente 

o pH (P = 0,0001), N-NH3 (P = 0,0002), proporção molar de acetato (P = 0,0363) e da relação 



 

 

acetato: propionato (P = 0,0118). A dieta com baixo CNF resultou em maior valor de pH, N-

NH3, ácidos graxos de cadeia curta e proporção molar de acetato comparado à dieta de alto 

CNF. A adição de extrato de P. pyramidalis aumentou de forma linear (P = 0,0419) a produção 

de gás média (ml/g MO). A dieta de alto CNF resultou em maior volume (ml/g MS) e maiores 

taxas de produção de gás (P < 0,0001) e maior lag time (P = 0,0290) comparado à dieta de 

baixo CNF. A inclusão de extrato de P. pyramidalis em ambas dietas avaliadas modificou o 

padrão de fermentação ruminal, favorecendo a produção de propionato e reduzindo o acetato. 

O efeito do extrato sobre a degradabilidade da proteína bruta foi mais acentuado na dieta com 

alto CNF, observando-se uma redução da degradabilidade de proteína bruta com o aumento dos 

níveis de P. pyramidalis. A degradabilidade da fibra em detergente neutro foi favorecida até o 

nível de 2,16% de extrato, a partir desse nível reduziu. 

 

Palavras chave: Ácidos graxos de cadeia curta. Amônia. Cinética de fermentação. 

Degradabilidade. Extratos de plantas. Poincianella pyramidalis (Tul.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

GENERAL ABSTRACT 

 

This study consisted of two experiments. In the first, the aim was to compare the gas production 

profiles and nutrient degradability of diets using two in vitro gas production techniques, 

automatic and semi-automatic. For this, a randomized block design in a 2 × 2 factorial 

arrangement was adopted, with two diets with different proportions of non-fibrous 

carbohydrates (NFC), (low NFC vs high NFC) and two gas production techniques (automatic 

vs semi-automatic), with four replicates. The blocks represented three in vitro runs. Gas 

production from the fermentation of fibrous carbohydrates (Vf2) was 22% higher in the 

automatic technique compared to the semiautomatic. There was interaction for the estimation 

of the total gas production (Vt) at 72 hours of incubation (P = 0.034), where in the automatic 

technique the production was higher than the semi-automatic technique, for high and low NFC 

diet. Gas production from NFC (Vf1) showed a positive correlation of high magnitude (r = 0.94; 

R2 = 0.87), while for Vf2 a strong positive correlation was observed (r = 0.702; R2 = 0.47). 

There was a positive correlation of high magnitude (r = 0.96; R2 = 0.93) between the techniques, 

for the total gas production (Vt). There was greater degradability of dry matter (DM) (+ 3.8%), 

organic matter (OM) (+ 3.3%). In both diets, the degradability of crude protein (CP) was greater 

in the semiautomatic technique (P < 0.0001). The high NFC diet resulted in lower pH and lower 

N-NH3 in the incubation medium, compared to the low NFC diet, while the degradability of 

DM, OM and CP increased. The automatic and semi-automatic techniques estimated the kinetic 

parameters and the profiles of total gas production similarly, demonstrating the potential of both 

techniques for assessing the nutritional value of diets with different proportions of NFC. In the 

second study, the aim of this study was to evaluate the effect of including Poincianella 

pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz extract on gas production kinetics and the degradability of 

diets with different proportions of non-fibrous carbohydrates (NFC). A randomized block 

design in a 4 × 2 factorial arrangement was adopted, with four levels of extract inclusion [0, 3, 

6, 9% of dry matter (DM)], two diets (low NFC and high NFC), and three replicates. The blocks 

represented two in vitro runs. In the high NFC diet, protein degradability was linearly reduced 

with increase of P. pyramidalis extract levels (P < 0,05). There was a quadratic effect (P = 

0.0009) of P. pyramidalis extract on the fiber in neutral detergent degradability, with a 

maximum point estimated at 609.7 g/kg DM for the level of 2.16%. There was a linear reduction 

in pH (P = 0.0001), N-NH3 (P = 0.0002), acetate molar proportion (P = 0.0363) and the acetate: 

propionate ratio (P = 0.0118) with increase of extract levels. The low NFC diet resulted in a 

higher pH value, N-NH3, short chain fatty acids and molar proportion of acetate compared to 



 

 

the high NFC diet. The addition of P. pyramidalis extract increased linearly (P = 0.0419) the 

average gas production (ml/g OM). The high NFC diet resulted in greater volume (ml/g DM) 

and higher gas production rates (P < 0.0001) and greater lag time (P = 0.0290) compared to the 

low NFC diet. The inclusion of P. pyramidalis extract in both diets modified the rumen 

fermentation pattern, favoring the production of propionate and reducing acetate. The effect of 

the extract on the degradability of crude protein was more impressive in the high NFC diet, 

with a reduction of crude protein degradability with increasing levels of P. pyramidalis. The 

neutral detergent fiber degradability was favored up to the level of 2.16% of extract and, from 

that level decreased. 

 

Key words: ammonia. Degradability. Fermentation kinetics. Plant extracts. Poincianella 

pyramidalis (Tul.). Short-chain fatty acids 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

Nos sistemas de produção de ruminantes a alimentação pode responder por 60 a 70% 

dos custos da atividade, sendo assim, a avaliação nutricional dos alimentos e a formulação de 

dietas balanceadas, que atendam às exigências dos animais representam um importante desafio 

na produção pecuária. Além disso, o fornecimento de uma dieta equilibrada nutricionalmente 

pode contribuir com a redução dos problemas ambientais, haja vista que a excreção de 

nutrientes não digeridos e a emissão de gases afeta o meio ambiente. 

Contudo, vale salientar que a quantidade e o tipo de nutrientes disponíveis para absorção 

e, consequentemente, para produção, geralmente diferem consideravelmente do perfil de 

nutrientes ingeridos pelos ruminantes. Essas diferenças são resultantes das intensas atividades 

fermentativas desempenhadas pelos microrganismos ruminais. Assim, a microbiota e os 

produtos finais da fermentação ruminal representam uma parte importante do suprimento total 

de nutrientes disponíveis. A avaliação apropriada dos alimentos e sua taxa de fermentação e/ou 

digestão nos ruminantes, é a chave para o sucesso na formulação de dietas, tanto em termos de 

suplemento adequado de nutrientes, como do ponto de vista da formulação de dietas de baixo 

custo. 

A redução de custos com a alimentação e a melhoria na conversão alimentar também é 

possível por meio da manipulação e melhoria da eficiência da fermentação ruminal. Isto inclui 

aumentar o propionato no rúmen, reduzir a metanogênese e diminuir a rápida proteólise ruminal 

e a desaminação de proteínas da dieta. 

Durante anos, os produtores de ruminantes lançaram mão de estratégias como o uso de 

ionóforos, principalmente monensina, obtendo-se efeitos benéficos sobre a saúde e o 

desempenho dos animais. Contudo, na tentativa de reduzir o risco de aparecimento de resíduos 

químicos em produtos de origem animal e o desenvolvimento de bactérias resistentes à essas 

substâncias, a União Europeia (UE 1831/2003) proibiu, em 2006, o uso de antibióticos na 

alimentação animal. Isto fez com que se tornasse cada vez mais comum, a busca por alternativas 

naturais que exerçam influência sobre os produtos da fermentação ruminal, contribuindo com 

a melhoria do desenvolvimento animal e, ao mesmo tempo, amenizando os problemas 

ambientais, principalmente relacionados à emissão de gases contribuintes do aquecimento 

global. 

Nesse sentido, plantas ou extratos de plantas contendo metabólitos secundários são 

excelentes alternativas aos antibióticos utilizados na exploração de ruminantes, pois podem 

modificar a fermentação ruminal e aumentar a eficiência energética da alimentação. As 
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substâncias presentes nesses extratos são capazes de mitigar a emissão de metano, através da 

redução da metanogênese e degradação da proteína ruminal. 

Diversos métodos in vitro e in situ têm sido usados para avaliar a modulação da 

fermentação ruminal e estimar as características da degradação de alimentos e dietas destinadas 

à alimentação de ruminantes. Esses métodos envolvem a medição do desaparecimento do 

substrato durante a incubação no rúmen (in situ), no líquido ruminal tamponado (in vitro) e são 

principalmente medidas de ponto final. Além disso, é possível avaliar a cinética da degradação 

através da medição das diferenças nos resíduos em diferentes tempos de incubação. 

A avaliação do valor nutricional de alimentos e dietas também é possível ser feita por 

meio da utilização de técnicas que medem a produção de gás. Essas técnicas medem o 

aparecimento de produtos da fermentação ruminal, tais como os gases dióxido de carbono (CO2) 

e metano (CH4), ácidos graxos de cadeia curta, amônia e a biomassa microbiana. Essa técnica 

é reconhecida como uma das melhores técnicas in vitro disponíveis para descrever a cinética de 

fermentação dos alimentos, haja vista que a produção de gás é diretamente proporcional à 

fermentação microbiana do alimento. Além disso, pelo fato de poder ser medida em diferentes 

intervalos de tempo, a técnica possibilita analisar o modo de atuação dos microrganismos 

ruminais sobre as diferentes frações alimentares. 

Esta tese apresenta-se dividida em três capítulos. Capítulo 1. “Revisão de Literatura: 1. 

Técnicas in vitro para avaliação de alimentos e 2. Metabólitos secundários de plantas como 

moduladores da fermentação ruminal”; Capítulo 2. “Comparação dos perfis de acúmulo de gás 

de duas dietas usando métodos de produção de gás semiautomático e automático”; Capítulo 3. 

“Cinética de produção de gás e degradabilidade in vitro de dietas contendo extrato vegetal da 

Catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz)”. 
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CAPÍTULO I 

______________________________________________________________________ 

Revisão de Literatura: 1. Técnicas in vitro para avaliação de alimentos e 2. Metabólitos 

secundários de plantas (MSPs) como moduladores da fermentação ruminal 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1 TÉCNICAS IN VITRO PARA AVALIAÇÃO DE ALIMENTOS 

1.1 INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, diversos esforços foram direcionados para o desenvolvimento e 

aprimoramento de técnicas que permitam a avaliação de alimentos e dietas que predigam com 

precisão, a ingestão e digestibilidade de alimentos. Essa digestibilidade pode ser avaliada 

usando métodos biológicos que simulam o processo de digestão dos alimentos (Getachew et 

al., 1998), os quais envolvem o uso direto de animais (métodos in vivo e in situ) e métodos 

laboratoriais, que não requerem o uso direto de animais, e simulam o ambiente ruminal e o 

processo de digestão utilizando fluido ruminal coletado de animais doadores (métodos in vitro). 

Os métodos biológicos são mais significativos na avaliação do valor nutritivo dos 

alimentos, visto que os microrganismos e as enzimas são mais sensíveis a fatores que 

influenciam a taxa e a extensão da digestão do que os métodos químicos (Van Soest, 1994). De 

modo geral, para um método laboratorial ser considerado eficiente, ele deve ser reproduzível e 

correlacionar-se bem com os parâmetros medidos realmente in vivo. 

O método in vivo, também conhecido como “técnica de coleta total”, consiste em 

fornecer, uma quantidade conhecida do alimento a um grupo de animais alojados em gaiolas 

individuais, de modo a permitir a medição do consumo diário de ração e da colheita total de 

fezes e, a partir da análise química das fezes, é possível estimar a digestibilidade da matéria 

seca (MS) dos alimentos ou de nutrientes específicos. Entretanto, embora a utilização de 

animais na avaliação da composição nutricional de alimentos para ruminantes seja o mais 

confiável para estimar consumo e digestibilidade dos nutrientes, ele é oneroso e demanda tempo 

relativamente longo para obtenção dos resultados (Silveira et al., 2009), requer grandes 

quantidades de alimentos, sendo inadequado para avaliação de alimentos em larga escala 

(Getachew et al., 2005) e afetam negativamente o bem-estar animal (Gosselink et al., 2004). 

Além disso, os métodos in vivo não são considerados rotineiros na maioria dos laboratórios e 

podem não ser aplicáveis para todas as situações alimentares possíveis encontradas na prática 

(Lopez, 2005). 

Os métodos in situ envolve a incubação de amostras de alimentos em sacos de náilon 

que são colocados no rúmen ou outra porção do trato gastrintestinal de animais fistulados. Esses 

métodos permitem uma estimativa simples e rápida da degradação dos nutrientes no rúmen, 

permitindo o acompanhamento da degradação ao longo do tempo (Mehrez e Ørskov, 1977). 

Entretanto, eles têm se tornado cada vez menos atraentes, uma vez que envolve aspectos 
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relativos ao bem-estar animal, apresentam custos associados à manutenção de animais 

modificados cirurgicamente, além de permitir a avaliação de um número limitado de amostras 

(Mauricio et al., 1999). 

Os métodos in vitro, por sua vez, são mais precisos e rápidos, e requerem menos 

substratos que os procedimentos in situ, entretanto, eles precisam de um inóculo para criar o 

ambiente fermentativo, o que aumenta o grau de variação (Mould et al., 2005), apresentam 

como vantagem ainda, o fato de não envolver o uso direto de animais e de serem menos 

trabalhosos e mais adequados para uma avaliação em larga escala de alimentos para ruminantes. 

Esta revisão discute as técnicas mais usadas para estimar a digestibilidade e descreve 

em detalhes o método de produção de gás in vitro semiautomático de Theodorou et al. (1994), 

modificado por Maurício et al. (1999) e a técnica automática RF System (ANKOM 

Technology), que serviram como base para os experimentos relatados nesta tese. 

 

1.2 TÉCNICAS IN VITRO PARA AVALIAÇÃO DE ALIMENTOS E DIETAS PARA 

RUMINANTES 

1.2.1 Técnicas de digestibilidade 

As técnicas in vitro são usadas para prever a digestibilidade in vivo, sendo desejáveis 

em função do custo e pelo número de amostras que podem ser analisadas a qualquer momento. 

Essas técnicas, para análise de rotina de alimentos, devem ser rápidas, simples de executar, 

reproduzíveis e produzir resultados confiáveis, além disso, devem simular todas as condições 

do ambiente ruminal. 

A técnica de Tilley e Terry (1963) foi uma das primeiras técnicas in vitro desenvolvidas 

e a mais usada para predizer a digestibilidade de forragens. A técnica se baseia em medições 

gravimétricas que segue o desaparecimento do substrato, componentes que podem ou não 

contribuir para a fermentação (Getachew et al., 2005). O método apresenta dois estágios onde, 

inicialmente o alimento é submetido à fermentação em solução tampão contendo fluido ruminal 

durante 48 h, seguido por 24 h de digestão com pepsina em solução ácida, para simular a 

digestão no abomaso. 

O segundo estágio com solução ácida de pepsina, é utilizado para desdobrar as proteínas 

dos microrganismos que se desenvolveram no processo fermentativo do substrato, no entanto, 

deixa no resíduo, a parede celular indigerível das bactérias (Silva e Queiroz, 2002). O problema 

foi solucionado com a modificação proposta por Goering e Van Soest (1970), em que a digestão 

com pepsina é substituída por um tratamento com solução de detergente neutro, resultando em 
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um resíduo constituído apenas por parede indigestível, estimando assim, a digestibilidade 

verdadeira da matéria seca verdadeira. 

O método tornou-se uma ferramenta importante na avaliação de alimentos para 

ruminantes e tem sido amplamente usado por causa de sua conveniência, particularmente 

quando é requerido um ensaio em grande escala de alimentos para animais (Getachew et al., 

1998). As diversas modificações feitas no procedimento original visaram maximizar o processo 

de digestão visto que os sistemas in vitro que não maximizam a cinética da digestão podem não 

detectar diferenças na digestão do substrato (Grant e 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 relação a outras técnicas de avaliação de alimentos como: 

i) fornecem uma medida de ponto final; ii) eles não fornecem informações sobre a cinética da 

digestão de alimentos; iii) são trabalhosos e consomem tempo e iv) envolvem o uso de líquido 

ruminal coletado de animais fistulados, não permitindo, portanto, resolver questões públicas 

sobre o bem-estar animal. 

Atualmente, existe disponível no mercado um fermentador ruminal artificial 

desenvolvido pela Ankom, denominado Incubadora DaisyII (Ankom Technology Co., 

Macedon, NY, EUA), apresentando como vantagens a possibilidade de analisar várias amostras 

ao mesmo tempo, reduzindo o labor empregado nas análises (Adesogan, 2002). Equipamento 

semelhante à DaisyII foi desenvolvido por uma indústria brasileira, denominado incubadora TE-

150 (Tecnal Equipamentos Científicos, Piracicaba, SP, Brasil). 

Alguns estudos comparando os valores de digestibilidade in vivo da MS obtidos pelo 

método do fermentador artificial DaisyII em relação ao método tradicional de Tilley e 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 DaisyII em relação ao método tradicional de Tilley e 

Terry (1963). 

De um modo geral, a digestibilidade determinada in vitro é ligeiramente menor que a 

determinada in vivo, em grande parte devido ao fato de as técnicas in vitro serem incapazes de 

simular adequadamente o complexo sistema digestivo dos animais. Por conta disso, faz-se 

necessário o uso de equações de regressão corretiva para relacionar a digestibilidade in vitro 

com a digestibilidade in vivo (McDonald et al., 1995). 

 

 

 



23 

 

 

1.2.2 Técnicas de produção de gás para avaliação de alimentos 

As técnicas de produção de gás são de grande interesse na avaliação dos sistemas de 

produção de ruminantes, principalmente por conta de sua capacidade de avaliar a dinâmica de 

digestão e seu potencial para simular os processos de digestão do rúmen (Alvarez Nivea, 2000). 

A técnica foi originalmente desenvolvida para descrever a taxa e a extensão da fermentação da 

matéria orgânica (Menke et al., 1979). 

Ao contrário das técnicas de digestibilidade, que visam avaliar o desaparecimento do 

substrato, os métodos de produção de gás medem o aparecimento de produtos da fermentação, 

como gases (CO2 e CH4), ácidos graxos de cadeia curta, NH3 e biomassa microbiana (Makkar 

et al., 1995). A maior parte do gás produzido é resultado da fermentação de carboidratos a 

acetato, propionato e butirato (Blummel e Ørskov, 1993), com baixa contribuição da proteína 

para a produção gás e insignificante a quantidade de gás advindo da gordura (Getachew et al., 

1998). Além disso, a quantidade de gás produzido depende da quantidade de substrato 

fermentado (Davies et al., 2000). Em situações onde os nutrientes não sejam limitantes, a 

produção de gás pode ser considerada a medida direta do crescimento microbiano, podendo ser 

em algumas situações, o melhor índice para medir a energia metabolizável produzida (Pell e 

Schofield, 1993). 

Essas técnicas têm despertado o interesse de pesquisadores de diferentes áreas e 

disciplinas, que estudam os impactos diretos da produção animal no meio ambiente 

(Krishnamoorthy et al., 2005). Esse interesse surge principalmente por volta dos anos 70, onde 

pesquisadores descobriram que medidas de fermentação de substratos a gases combinadas com 

dados de composição química da dieta poderiam ser usadas para estimar tanto o conteúdo de 

energia metabolizável como a degradabilidade da matéria orgânica (Yánez-Ruiz et al., 2016). 

A partir daí, foram desenvolvidas técnicas para avaliar não só a digestibilidade de um alimento 

como também os parâmetros cinéticos da digestão, baseados na liberação dos produtos da 

fermentação. 

Menke et al. (1979) foram os primeiros a usar a produção de gás durante a fermentação 

de um alimento para estimar a digestibilidade aparente in vivo. O teste de gás de Hohenheim 

(Menke et al., 1979), consiste na medida direta da produção total de gás liberada pela 

fermentação, realizada em seringas de vidro fosco (capacidade de 100 ml), contendo 200 mg 

de alimento incubado com líquido ruminal tamponado. À medida que o substrato é fermentado, 

são produzidos gases e o êmbolo da seringa é forçado a subir no interior do cano (Theodorou 

et al., 1994). Este sistema de avaliação combina o volume total de gases produzidos após 24 h 

de incubação com a concentração de proteína bruta (PB), gordura bruta, fibra bruta e cinzas da 
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ração para prever a energia metabolizável (EM) (Williams, 2000). O teste é semelhante ao 

sistema de Tilley e Terry (1963), onde o substrato é incubado com líquido ruminal, sendo a 

principal diferença entre os métodos, o fato de a produção de gás ao invés de perda de matéria 

seca, descreve a quantidade de substrato fermentado. 

O teste de gás de Hohenheim, por sua vez, pode ser adaptado para refletir a extensão e 

a taxa da fermentação, pela simples leitura do aumento na produção de gás indicado pela subida 

do êmbolo em uma série de intervalos de tempo escolhidos. Sendo assim, Blummel e Ørskov, 

(1993) realizaram uma modificação no método de Menke et al. (1979) visando avaliar a cinética 

de produção de gás in vitro. Nesse novo procedimento, as seringas foram incubadas em banho-

maria coberto com uma tampa de acrílico, equipada com orifícios para manter as seringas eretas 

no banho-maria. Além disso, ao invés de uma única leitura dos gases, realizada 24 h após a 

incubação, a produção de gás foi registrada nos tempos 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 e 72 h. Os autores 

observaram que a produção de gás, registrada em diferentes intervalos de tempo, ajustou-se 

bem aos resultados da técnica do saco de náilon utilizando o mesmo material relatado 

anteriormente por Ørskov et al. (1988). 

O uso de sistemas manuais utilizados para avaliar tanto a digestibilidade como a cinética 

de degradação dos alimentos apresentam resultados satisfatórios e são bem correlacionados 

com valores obtidos in situ e in vivo, contudo, eles requerem um trabalho maior de manipulação 

manual de seringas e dependem de uma boa precisão da leitura dos volumes de gás dentro de 

seringas (Cone et al., 1996), o que pode afetar potencialmente o perfil de produção de gás de 

um alimento (Rymer et al., 2005). 

 

1.2.2.1 Técnicas semiautomáticas de produção de gás 

Durante anos, a produção de gás foi medida manometricamente (McBee, 1953; 

Czerkawski e Breckenridge, 1970) e volumetricamente (Menke e Steingass, 1988), com 

registros manuais dos resultados. O método manométrico de medição de gás desenvolvido por 

McBee (1953) permitiu aos autores avaliar a atividade microbiana ruminal com relação à 

fermentação da celulose e hemicelulose, chegando a conclusão de que a taxa de fermentação 

de vários substratos no rúmen não é constante, mas sujeita a grandes flutuações após mudanças 

na dieta do animal. Por sua vez, Cone et al. (2012) verificaram que a síntese de proteína 

microbiana no rúmen depende do grau e da taxa de fermentação dos substratos, sendo a maior 

produção ocorrendo com substratos de fermentação rápida. 

Com o avanço das pesquisas, formas alternativas para medir a produção de gás foram 

desenvolvidas, onde aumentos de pressão foram sendo registrados em sistemas fechados. Com 
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isso, foram desenvolvidos métodos simples para medição de gás e que pudesse diminuir os 

erros obtidos a partir de leituras manuais da pressão do gás gerado (Wilkins, 1974). O método 

consistia na incubação de amostras de ração em frascos fechados, onde a produção de gás era 

obtida usando um transdutor de pressão que media o acúmulo da pressão do gás no headspace 

do frasco. 

Posteriormente, essa metodologia foi aperfeiçoada por Pell e Schofield (1993), sendo os 

gases acumulados em frascos de volume fixo (50 ml), cada um com seu próprio agitador. Como 

o sistema não é ventilado, o gás acumula-se no headspace, durante 48 horas, e a pressão é 

medida de forma semiautomática a cada hora. Segundo Theodorou et al. (1998), a falta de 

ventilação do método, poderia resultar na subestimação das medidas, uma vez que, com 

alimentos altamente e rapidamente fermentáveis, altas pressões podem ser geradas dentro do 

sistema, o que poderia perturbar e reduzir a atividade microbiana do fluido ruminal. Essa 

subestimação da produção de gás in vitro em sistemas fechados, o qual ocorre altas pressões, 

está relacionado ao fato de uma parte do CO2 ser dissolvida no fluido de fermentação, levando 

a uma possível superestimação da proporção de CH4 no gás total (Cattani et al., 2014). 

Em função disso, Theodorou et al. (1994) descreveram um método de produção de gás, 

o qual usava um transdutor de pressão e um conjunto de seringa à prova de gás para medir e 

liberar as pressões de gases acumuladas dos frascos de cultura de 160 ml. À medida que a 

fermentação ocorria, o gás era acumulado no headspace das garrafas, sendo ventilado em 

tempos fixos (2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 h de incubação) e a produção de gás registrada por um 

transdutor de pressão ligado a um voltímetro de leitura digital. Este método, apesar de 

tecnicamente direto, era trabalhoso, uma vez que leituras frequentes eram necessárias, 

especialmente durante os estágios iniciais da fermentação (Davies et al., 2000). 

A técnica desenvolvida por Theodorou et al. (1994) sofreu uma modificação por 

Mauricio et al. (1999), na qual eliminou-se a necessidade de medir o volume de gás com uma 

seringa, sendo as leituras da pressão do gás no headspace obtidas através da inserção de agulha 

hipodérmica de um transdutor de pressão manual no frasco de fermentação, conectado a um 

display visual que faz interface com um computador usando um conversor k485, permitindo a 

captura direta dos dados. Para descrever o gás acumulado no headspace e o perfil de degradação 

do substrato, nos termos da taxa fracional dependente do tempo da produção do gás (µ), fase 

lag (L) e potencial de produção de gás/degradação (A). Com essa modificação, foi possível 

reduzir consideravelmente o tempo necessário e o erro potencial associado à estimativa da 

quantidade de gases liberados na fermentação, além de ter aumentado substancialmente a 

capacidade do sistema atual (336 frascos ou 75 substratos + controles por série de incubação). 
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As técnicas semiautomáticas fornecem resultados acurados, precisos e de fácil obtenção. 

Em relação à técnica de Menke, os sistemas semiautomáticos tem a vantagem de medir mais 

precisamente, pequenos volumes de gás, ou seja, enquanto a técnica de Menke emprega 

seringas de 100 ml, vários tamanhos de seringas podem ser empregadas na técnica do transdutor 

de pressão e a capacidade de corrigir todas as medições de volume de gás de acordo com a 

correspondente pressão no headspace do frasco. Contudo, assim como na técnica de Menke, a 

técnica do transdutor de pressão tem como principal desvantagem, a necessidade de registros 

da produção de gás em intervalos frequentes, principalmente durante o período inicial de 

incubação, demandando um alto requisito de trabalho. Para superar esse problema, tem sido 

desenvolvidos vários sistemas automatizados para registro da produção de gás. 

 

1.2.2.2 Técnicas automáticas de produção de gás 

Além dos sistemas semiautomáticos, também têm sido desenvolvidos diversos sistemas 

automatizados para medir a produção de gás. Beuvink et al. (1992) desenvolveram um sistema 

de deslocamento de líquido, que utilizou frascos de soro de 100 ml, conectados a garrafas de 

deslocamento de água e o recipiente era colocado sobre uma balança. As leituras foram feitas a 

cada 25 min quando o peso do líquido deslocado pelo gás foi registrado e armazenado em um 

“data-logger”. As garrafas foram mantidas em banho-maria agitadas durante a fermentação. No 

entanto, esses sistemas de deslocamento de líquido são tecnicamente difíceis de manter e têm 

uma resistência interna relativamente alta, introduzindo uma lag time artificial (Cone et al., 

1996). 

Davies et al. (1995) desenvolveram um sistema de avaliação da pressão automatizado 

(APES) para medir a produção de gás resultante da fermentação de forragens. O sistema 

consiste na incubação de 0,5 a 1,5 g de substrato teste em frascos de 140 ml contendo 90 ml de 

meio e 10 ml de fluido ruminal. Diferentemente do que ocorre no sistema desenvolvido por Pell 

e Schofield (1993), o gás acumulado no headspace das garrafas, é liberado automaticamente, 

pelo uso de chaves sensíveis à pressão e válvulas solenoides, quando uma dada pressão pré-

determinada é atingida. Nesse sistema, a pressão interna nas garrafas nunca ultrapassa o nível 

definido de 4,5 kPa, evitando assim, problemas associados com o aumento da solubilidade do 

gás a uma pressão aumentada (lei de Henry; Theodorou et al., 1998). 

Um sistema de produção de gás relacionado ao tempo totalmente automatizado foi 

apresentado por Cone et al. (1996) para estudar a cinética de fermentação no fluido ruminal. O 

sistema faz uso de transdutores eletrônicos de pressão em combinação com válvulas elétricas 

para liberar a pressão durante a incubação. Pelo fato de ser muito sensível, o sistema não permite 
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que ocorra o acúmulo de gás e de pressão. Cada abertura da válvula representa uma certa 

quantidade de gás, definida em cerca de 0,7 ml. Registrando o número de aberturas de válvulas 

no tempo, a cinética da degradação pode ser estudada. 

Recentemente a empresa Ankom Tecnology® (Ankom, 2011) desenvolveu um sistema 

de produção de gás (ANKOMRF Gas Production System) projetado para medir a cinética da 

fermentação microbiana de forma automatizada, que possibilita realizar o monitoramento da 

pressão do gás dentro de múltiplos Módulos, sendo os dados registrados diretamente em 

planilhas de computador (Figura 1). O sistema tem capacidade para incluir até 50 módulos 

individuais que comunicam informações a um computador usando transmissão de 

radiofrequência (RF). A partir da interface do computador, o operador pode controlar diversas 

variáveis, como intervalos de registro de dados e a liberação automática de pressão através de 

válvulas internas em cada módulo. 

 

Figura 1 – Ilustração de um módulo de produção de gás sem fio in vitro. O módulo de produção 

de gás (a) mede a pressão da fermentação no jarro continuamente e libera gás em um 

determinado ponto de ajuste acima da pressão atmosférica. Os dados são transferidos 

sem fio de todos os módulos, que podem ser incubados em banho-maria ou em uma 

incubadora (b). (Fonte: Storm et al., 2012). 

 

As principais diferenças entre os sistemas automatizados, diz respeito à suas 

capacidades e se os frascos são ventilados de acordo com uma dada pressão limiar ou intervalo 

de tempo (Cone et al., 1996) ou permanecem fechados e a pressão é acumulada no sistema (Pell 

e Schofield, 1993). Apesar de suas vantagens na avaliação de alimentos, os sistemas totalmente 

automatizados apresentam um elevado custo inicial, e sua complexidade e as dificuldades de 

manutenção tornam estes sistemas inadequados para muitos laboratórios. 
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2 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DE PLANTAS (MPS) COMO 

MODULADORES DA FERMENTAÇÃO RUMINAL 

2.1 INTRODUÇÃO 

O trato gastrintestinal dos ruminantes, particularmente o retículo-rúmen, é caracterizado 

por apresentar um ambiente microbiano diverso, constituído por bactérias, fungos, protozoários 

e outros microrganismos. Isso possibilita a esses animais digerir grandes quantidades de 

polissacarídeos vegetais, muitas vezes de baixa qualidade, fermentando-os a ácidos graxos de 

cadeia curta (AGCC) e proteína microbiana, atendendo assim, suas necessidades energéticas e 

proteicas. Esse processo de fermentação ruminal, mediado pelos microrganismos ruminais, 

afeta a qualidade e a composição do leite e da carne e o desempenho produtivo do hospedeiro. 

Uma vez que a fermentação ruminal desempenha um papel chave na nutrição de 

ruminantes, estratégias de manipulação da fermentação de modo a melhorar o desempenho das 

espécies domésticas, principalmente bovinos, ovinos e caprinos, tem despertado o interesse de 

pesquisadores (Chalupa, 1977). Esta melhoria da eficiência da fermentação ruminal inclui 

aumentar a produção de ácido propiônico ruminal, reduzir a metanogênese e a rápida proteólise 

ruminal e a desaminação das proteínas da dieta (Azzaz et al., 2015). 

Tem sido proposto que metabólitos secundários de plantas (MSPs), tais como taninos, 

saponinas e óleos essenciais, apresentam potencial para modular a fermentação. Esses 

metabólitos têm sido amplamente explorados na produção de ruminantes por contribuir com a 

melhoria da eficiência energética e aumento da proteína não degradável no rúmen, aumentando 

assim, a produção de proteína microbiana e o fluxo de proteína para o duodeno (Wallace, 2004). 

Diversos trabalhos tem sido desenvolvidos no intuito de verificar a influência desses 

metabólitos secundários sobre os parâmetros fermentativos ruminais (Spanghero et al., 2008; 

Tan et al., 2011; Cieslak et al., 2012; Kim et al., 2014; Rira et al., 2015), obtendo-se diferentes 

respostas nos estudos realizados, muitas delas em função do tipo e outras em função da 

concentração do metabólito avaliado. 

 

2.2 DESCRIÇÃO GERAL DOS MSPs 

Os metabólitos secundários representam uma ampla gama de compostos químicos 

presentes em plantas. Eles são moléculas biologicamente ativas, não envolvidas em processos 

bioquímicos primários, tais como o crescimento, desenvolvimento e reprodução (Bodas et al., 

2012), mas que são essenciais à sobrevivência das plantas devido às suas propriedades 

defensivas, incluindo resistência contra patógenos e herbívoros, bem como à radiação UV 

(Stafford, 1991). 
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O metabolismo secundário das plantas abrange todas as facetas fisiológicas e 

bioquímicas dos "produtos secundários", incluindo aspectos funcionais e evolutivos (Hartmann, 

2007). Atualmente, mais de 200.000 estruturas definidas de metabólitos secundários de plantas 

foram identificadas (Hartmann, 2007; Lattanzio, 2013). A maioria desses metabólitos possui 

atividade biológica em outros organismos vivos, afetando algum dos processos metabólicos do 

animal e/ou a taxa de crescimento de certos microrganismos. 

Esses compostos têm sido rotineiramente objeto de estudo das áreas da indústria 

farmacêutica e da nutrição animal, no intuito de obter novos medicamentos ou aditivos 

alimentares (Bodas et al., 2012). Entretanto, a utilização de aditivos naturais na alimentação de 

ruminantes é aceitável apenas em doses que exerçam efeitos positivos sobre as populações 

microbianas, sem apresentar efeitos adversos sobre a fermentação ruminal (Spanghero et al., 

2008). 

Os principais metabólitos secundários presentes em plantas ou seus extratos, de 

interesse na nutrição de ruminantes são taninos, óleos essenciais e saponinas. 

Os taninos fazem parte da ampla família de polifenóis ricos em anéis aromáticos com 

grupos hidroxila. Taninos são substâncias polifenólicas solúveis em água, de pesos moleculares 

diversos e complexidade variável (Goel e Makkar, 2012). Eles são classificados em duas 

famílias químicas principais: Taninos Hidrolisáveis (TH) e as proantocianidinas, também 

conhecidos como taninos condensados. 

Os taninos hidrolisáveis se caracterizam por apresentar um núcleo de poliol central 

(comumente D-glicose), que é esterificado com ácidos fenólicos (principalmente ácido gálico 

ou hexa-hidroxifenílico) (Amarowicz e Janiak, 2018). Esses taninos são suscetíveis à hidrólise 

ácida, básica ou por esterases, podendo ser facilmente degradados e absorvidos no trato 

digestivo, além de poder causar potenciais efeitos tóxicos em herbívoros. Os taninos 

hidrolisáveis são classificados em dois subgrupos: derivados de galotaninos e elagitaninos. A 

designação de "taninos hidrolisáveis" para galotaninos e elagitaninos deve-se ao fato de estes 

compostos poderem ser hidrolisados, liberando ácido gálico e/ou ácido elágico, através de um 

tratamento com ácido diluído, enquanto os taninos condensados não são (Ky et al., 2016). 

As duas subclasses de taninos hidrolisáveis, galotaninos e os elagitaninos, são derivados 

da 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-β-D-glicose (Niemetz e Gross, 2005). Os galotaninos (GTs) são 

polímeros formados pela esterificação subsequente de grupos hidroxila de D-glicose e ácido 

gálico em cadeias poliméricas, nas quais as metades galoil são ligadas pelas chamadas ligações 

“depsidas” (Amarowicz e Janiak, 2018). Outros tipos de galotaninos são formados pela 

esterificação do ácido chiquímico e ácido quinico com ácido gálico. Os galotaninos podem 
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interagir com proteínas, envolvendo preferencialmente, ésteres de galoil de maior peso 

molecular. 

Os elagitaninos (ETs) são ésteres do ácido hexa-hidroxidifenoil (HHDP) e poliol, como 

a glicose ou o ácido quínico. Após a hidrólise, a molécula de ET liberada do ácido HHDP é 

espontaneamente rearranjada para um composto insolúvel em água, o ácido elágico 

(Amarowicz e Janiak, 2018). Eles apresentam uma enorme variabilidade estrutural devido aos 

múltiplos locais possíveis para a ligação dos resíduos de HHDP com a porção glicose, e 

particularmente pela sua forte tendência para formar derivados diméricos e oligoméricos 

(Shahat e Marzouk, 2013). 

Os taninos condensados (proantocianidinas) são os polifenóis derivados de plantas mais 

abundantes. As proantocianidinas são oligômeros ou polímeros de flavan-3-ol, onde as 

unidades monoméricas são ligadas principalmente por ligações C-4α → C-8, embora com 

menor frequência também sejam encontradas ligações C-4α → C-6, levando à formação das 

proantocianidinas do tipo B. Por outro lado, as proantocianidinas tipo A se caracterizam por 

apresentar uma ligação adicional entre C-2 → C-7 das unidades básicas de flavan-3-ol (Figura 

11) (Smeriglio et al., 2017). 

Contudo, vale destacar que diversos fatores podem afetar as estruturas químicas e as 

concentrações de taninos, tais como a espécie de planta, estágio de crescimento e condições de 

crescimento (temperatura, intensidade luminosa, estresse nutricional e exposição à herbivoria) 

(Berard et al., 2011; Li et al., 2014). Essas substâncias apresentam tanto efeitos prejudiciais 

como benéficos, o qual depende de sua concentração, tipo e natureza do tanino, além de outros 

fatores tais como espécie animal, estado fisiológico do animal e composição da dieta (Min et 

al., 2003). 

Os óleos essenciais, por sua vez, são substâncias aromáticas voláteis produzidas por 

plantas, como misturas complexas de metabólitos secundários (Cobellis et al., 2016). 

Quimicamente, os óleos essenciais são metabólitos secundários compostos principalmente por 

derivados do isopreno, como monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (15), ou compostos 

aromáticos de baixo peso molecular. Essas substâncias apresentam considerável potencial para 

substituir os aditivos químicos, melhorando o desempenho, a eficiência alimentar e prevenindo 

futuros danos à saúde dos consumidores (Ornanghi et al., 2017). 

As saponinas são grupos heterogêneos de glicosídeos amplamente distribuídos no reino 

vegetal, incluem um grupo diversificado de compostos caracterizados pela sua estrutura 

contendo uma aglicona esteroidal ou triterpenóide e uma ou mais unidades osídicas (Guçlu-

Ustundag e Mazza, 2007). Elas possuem propriedades tenso-ativas ou detergentes porque a 
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porção osídica da molécula é solúvel em água, enquanto a aglicona é lipossolúvel (Savage, 

2003). Quando fornecidas em alto nível, as saponinas podem ter efeitos adversos na população 

microbiana do rúmen e saúde animal (Wang et al., 2000), enquanto em baixas concentrações 

apresentam potencial para melhorar a fermentação ruminal (Sen et al., 1998), diminuindo a 

concentração de metano e N amoniacal e aumentando a produção de massa microbiana (Hu et 

al., 2005). 

 

2.3 EFEITOS GERAIS DOS MSPs SOBRE A FERMENTAÇÃO RUMINAL 

A exploração de metabólitos secundários de plantas como aditivos naturais na dieta de 

ruminantes tem se tornado cada vez mais comum entre os nutricionistas e microbiologistas do 

rúmen, visando modificar favoravelmente a fermentação ruminal, através da inibição da 

metanogênese, melhoria no metabolismo de proteínas e aumento do conteúdo do ácido linoleico 

conjugado (CLA) em alimentos derivados de ruminantes. 

A comunidade microbiana ruminal é composta principalmente por dois grupos de 

procariotos (bactérias e archaeas) e dois grupos de eucariotos (protistas, fungos e outros 

microrganismos). Bactérias e protistas, juntos, representam mais de 90% da biomassa 

microbiana, e as bactérias, em particular, têm sido o foco da maioria dos estudos quantitativos 

sobre a composição da comunidade (Weimer, 2015). 

Esses diferentes microrganismos ruminais degradam nutrientes produzindo ácidos 

graxos de cadeia curta e sintetizam proteínas microbianas, como fonte de energia e proteína 

para o ruminante, respectivamente (Calsamiglia et al., 2007). No entanto, o processo de 

fermentação tem ineficiências de energia (produção de metano) e proteína (perdas de N 

amoniacal) que podem limitar o desempenho da produção e contribuir para a liberação de 

poluentes para o meio ambiente. Assim, a modificação da fermentação ruminal ocorrerá como 

uma consequência direta dos MSPs sobre a microbiota ruminal (Bodas et al., 2012). 

Apesar da atividade antibacteriana ter sido relatada em uma ampla variedade de 

substâncias não fenólicas, os compostos fenólicos são os principais componentes ativos (Burt, 

2004). Acredita-se que o modo de ação antimicrobiano provém principalmente do potencial da 

sua intrusão na membrana celular bacteriana, desintegrando as estruturas de membrana e 

provocando a saída de íons (Bodas et al., 2012). 

Os taninos apresentam uma forte ação antimicrobiana, sendo essa atividade específica 

das espécies microbianas e está intimamente relacionada à sua composição química e estrutura 

(Huang et al., 2017), sendo os taninos de baixo peso molecular mais hábeis em inibir os 

microrganismos ruminais (Patra e Saxena, 2011). 
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Os taninos formam complexos com proteína no rúmen, aumentando a quantidade de 

proteína disponível para a digestão no intestino delgado (Muller-Harvey, 2006), e também com 

carboidratos estruturais, devido à presença de um grande número de grupos hidroxila fenólicos 

(Patra e Saxena, 2011), protegendo o substrato da degradação microbiana. Esses compostos 

também podem agir sobre enzimas como um inibidor competitivo do seu sítio ativo ou como 

um inibidor não competitivo que modificará a conformação do sítio ativo da enzima para 

bloquear o acesso do substrato (Marion, 2016). Além disso, eles podem diminuir a produção de 

metano (CH4) e aumentar as concentrações de CLA em alimentos derivados de ruminantes 

(Cieslak et al., 2012).  

Carrasco et al. (2017) mostraram que a adição de taninos na dieta de bovinos da raça 

holandesa alterou as comunidades bacterianas fibrolíticas, amilolíticas e ureolíticas no rúmen, 

enquanto as archaeas metanogênicas foram reduzidas. Além disso, o pH ruminal foi 

significativamente maior nos animais suplementados com taninos em comparação ao grupo 

controle. 

Avaliando diferentes fontes de taninos, Bhatta et al. (2009) observaram uma redução 

média de 11,6% e 12,3% na população de archaeas metanogênicas e protozoários, incubados 

com taninos hidrolisáveis, e de 28,6% e 36,2% nas incubações contendo taninos hidrolisáveis 

e condensados, respectivamente, quando comparados com incubações contendo 

polietilenoglicol-6000. Além disso, os taninos também aumentaram o pH in vitro, reduziram as 

concentrações totais de AGCC e de N-NH3 e tenderam a aumentar as concentrações de 

propionato. 

O pH ruminal perto da neutralidade permite a interação entre taninos condensados 

solúveis e proteína, o que acaba por aumentar a eficiência da utilização de proteínas. 

Geralmente, pH entre 3,5 e 7,0 favorece a formação de complexo tanino-proteína, enquanto que 

em valores de pH fora dessa faixa o complexo é dissociado e a proteína é liberada (Jones et al., 

1976). 

A suplementação de 140 g de extrato de Vaccinium vitis idaea, contendo o equivalente 

a 2 g de taninos / kg de MS dietética reduziu a concentração de amônia (-45,9%) e a população 

de protozoários (-35,0%) in vivo, enquanto a contagem total de bactérias e metanogênicos não 

foi afetada (Cieslak et al., 2012). Gross e Brinkhaus et al. (2016) observaram uma diminuição 

no N-NH3 ruminal em vacas alimentadas com sainfoína em comparação com vacas alimentadas 

com trevo de gramíneas e alfafa. Da mesma forma, Theodoridou et al. (2010) observaram uma 

diminuição no N-NH3 no fluido ruminal de ovinos alimentados com sainfoína fresca em 

comparação com ovelhas alimentadas com a mesma dieta adicionada com polietilenoglicol. A 
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menor produção de amônia (N-NH3), na presença de taninos, é resultado da menor degradação 

de proteínas e consequentemente menor desaminação de aminoácidos, resultando em mais 

proteína que sai do rúmen e atinge o abomaso (Marion, 2016). 

Assim como os taninos, os óleos essenciais são potencialmente promissores alternativas 

naturais aos antibióticos e ionóforos para manipular a fermentação ruminal devido à sua 

capacidade de modificar a permeabilidade celular em microrganismos e sua toxicidade a 

algumas cepas de microrganismos do rúmen, particularmente as bactérias gram-negativas 

(Helander et al., 1998; Calsamiglia et al., 2007). Foi sugerido que o principal mecanismo de 

ação dos óleos essenciais era a inibição da ligação bacteriana às partículas alimentares e, 

subsequentemente, a diminuição da produção de N-NH3 (desaminação) a partir dos 

aminoácidos (Wallace et al., 2002). 

A ação dos óleos essenciais pode ocorrer em função da sua composição química, sendo 

que o mesmo extrato pode apresentar efeitos estimulatórios ou inibitórios quando for 

proveniente de diferentes espécies de plantas do mesmo gênero (Patra e Saxena, 2009b). Em 

função dessa grande diversidade de compostos envolvidos, existem diversos mecanismos 

químicos responsáveis pela inibição do crescimento microbiano a partir dos óleos essenciais 

(Calsamiglia et al., 2007). 

Assim, Spanghero et al. (2008) verificaram que o aumento, in vitro, dos níveis de óleos 

essenciais causaram uma mudança moderada nos produtos finais da fermentação, ocorrendo 

uma redução na proporção de acetato e na razão acetato: propionato, sem entretanto, modificar 

a proporção de butirato. Agarwal et al. (2009) reportaram que o óleo de hortelã-pimenta em 

níveis elevados (1,0 e 2,0 µl/ml de meio de incubação) aumentou a proporção de acetato e 

diminuiu a de propionato, enquanto o nível de 0,33 µl/ml não apresentou efeito. 

Porém, as modificações ocorridas nos parâmetros fermentativos ruminais, como a 

modificação na produção de AGCC, devido à alimentação com óleo essencial, são mais 

evidentes em situações de baixo pH ruminal, sugerindo que a forma hidrofóbica não dissociada 

das moléculas ativas essenciais do óleo é mais ativa contra a membrana da célula de 

microrganismos do rúmen (Cardoso et al., 2005; Spanghero et al., 2008). 

As saponinas também apresentam potencial para modular a fermentação ruminal e 

melhorar a utilização de nutrientes em ruminantes (Patra e Saxena, 2010). Tem sido 

demonstrado in vitro (Liu et al., 2003; Lila et al., 2003) e in vivo (Hristov et al., 2003) que as 

saponinas podem reduzir o pH e a concentração de N-NH3 e aumentar a proporção de 

propionato no rúmen. Segundo Sen et al. (1998), a atividade biológica das saponinas depende 

não somente da estrutura da aglicona lipofílica, mas também da composição e posição de 
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fixação do açúcar. Além disso, a resposta dos ruminantes às saponinas dependerá de fatores tais 

como fontes e níveis de suplementação e composição da dieta ofertada (Wina et al., 2005). 

As saponinas são capazes de modular as comunidades microbianas do rúmen, 

estimulando o crescimento de algumas bactérias celulolíticas e diminuindo a população de 

protozoários (Patra et al., 2012). Segundo Moss et al. (2000), os protozoários são os 

microrganismos ruminais mais suscetíveis a alterações induzidas por saponinas nas 

propriedades da membrana celular. 

Hu et al. (2005) observaram uma redução de 16% na contagem de protozoários na 

presença de 0,4 mg de saponinas de chá / L de fluido ruminal. Além disso, a saponina de chá 

diminuiu a concentração de N-NH3 (8,3%) e aumentou a massa de proteína microbiana (18,4%). 

Da mesma forma, Belanche et al. (2016) observaram que a inclusão de saponinas de frutos de 

hera (2 g/L) diminuiu a atividade protozoária (-39%) e a concentração de N-NH3 (-56%). 

Segundo Wina et al. (2005), o mecanismo que explica o possível efeito das saponinas sobre os 

protozoários está relacionado ao fato de essas substâncias formarem complexos irreversíveis 

com a membrana da célula protozoária causando ruptura e lise celular. Contudo, o efeito 

antiprotozoário das saponinas é transitório, pois quando as saponinas são desglicosiladas pelos 

microrganismos do rúmen para a sapogenina, tornam-se inativas (Patra e Saxena, 2009a; 

Ramos-Morales et al., 2017). 

Os valores de pH e as concentrações de AGCC e N-NH3 no rúmen são parâmetros 

importantes que refletem o ambiente da fermentação ruminal. Além disso, a produção de AGCC 

no rúmen depende do grau e da taxa de fermentação (Cone e Becker, 2012). Kang et al. (2016) 

observaram que a inclusão de saponinas de Momordica charantia (MCS), até 0,6 mg de 

saponinas por ml de fluido de incubação, diminuiu a proporção molar de propionato (-12,08%) 

e a concentração de AGCC totais (-42,07%), mas aumentou a proporção de acetato (+16,06%), 

o que levou a uma maior razão A:P às 24 h de incubação. Por outro lado, após 48 h de incubação, 

a inclusão de MCS aumentou a proporção molar de propionato e diminuiu a proporção de 

acetato, resultando numa menor razão A:P. 

Por sua vez, Ramos-Morales et al. (2017b) observaram que adição de extratos de frutos 

de hera (Hedera helix) (1 g de extrato / 7,5 ml de fluido ruminal) aumentou a proporção molar 

de propionato (+28,07%) e reduziu a proporção molar de butirato (-9,7%). Além disso, a 

quantidade total de AGCC foi aumentado em 13,2% na presença de saponinas de frutos de hera. 

Da mesma forma, Belanche et al. (2016) observaram um aumento de 25,5 e 11,3% na proporção 

molar de propionato e AGCC, respectivamente, quando utilizou 2 g de saponinas de fruto de 

hera por L de fluido ruminal. O aumento dos AGCC em níveis mais elevados de saponinas é, 
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provavelmente, devido à degradação parcial de saponina pelos microrganismos do rúmen 

(Wina et al., 2005), sendo a porção de açúcar, posteriormente, utilizada e fermentada para 

produzir AGCC. 

 

2.4 EFEITO DOS MSPs SOBRE A PRODUÇÃO DE METANO (CH4) 

Nos últimos anos, consideráveis esforços têm sido feitos para controlar as emissões de 

gases responsáveis pelo aquecimento global. Cerca de 10 a 12% dessas emissões globais de 

gases do efeito estufa, expressos como equivalentes de CO2, advém da agricultura, sendo o 

maior contribuinte o gás CH4 entérico dos ruminantes (Veneman et al., 2016). Contudo, vale 

salientar que cerca de 90% da produção mundial de CH4 pelos ruminantes é resultado da 

fermentação de alimentos de baixa qualidade (Mueller-Harvey, 2006). Assim, a manipulação 

de dietas de ruminantes com alto valor nutritivo em sistemas agrícolas intensivos teria pouco 

efeito sobre a produção mundial de metano (Van Soest, 1994). 

Além do metano entérico, outros produtos como acetato, propionato e butirato são 

produzidos como resultado da fermentação de material vegetal pelos ruminantes. Enquanto os 

AGCC são absorvidos e metabolizados pelos animais, o gás CH4 escapa através da eructação e 

respiração dos animais para atmosfera (Duin et al., 2016). O CH4 tem um potencial de 

aquecimento global de 28 a 34 vezes maior que o dióxido de carbono (CO2) (Ungerfeld, 2018), 

sendo que estratégias para diminuir as emissões antropogênicas de CH4 são consideradas 

primordiais para mitigar as mudanças climáticas. Além disso, cerca de 2-15% da ingestão de 

energia é perdida como resultado da produção desse gás (Holter e Young, 1992), sendo essa, 

uma das mais importantes ineficiências nos sistemas de produção de ruminantes (Moss et al., 

2000). 

Dentre as estratégias nutricionais para mitigação das emissões de CH4, a suplementação 

dietética com compostos bioativos de plantas, a exemplo dos taninos condensados, óleos 

essenciais e saponinas, tem se mostrado importantes para ruminantes, devido à sua origem 

natural em oposição aos aditivos químicos. 

Os diferentes tipos de fitoquímicos inibem o metano por diferentes modos, resultando 

em diferentes padrões de fermentação ruminal. Uma diminuição na produção de metano pelos 

fitoquímicos pode ser confundida com vários fatores, tais como a supressão de protozoários, 

archaeas e populações microbianas produtoras de hidrogênio e diminuição da digestão de fibras 

no rúmen (Patra, 2010). 
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2.4.1 Efeito dos taninos sobre a produção de CH4 

A avaliação dos efeitos nutricionais de taninos é complicada devido à sua grande 

diversidade estrutural, sendo muitas vezes ignorado ou não suficientemente apreciado em 

muitos ensaios de alimentação, o que tem levado a confusão considerável na literatura (Mueller-

Harvey, 2006). Além disso, embora os taninos pareçam promissores para a mitigação de CH4, 

eles impedem a digestibilidade da forragem e a produtividade animal quando oferecidos em 

concentrações elevadas, limitando seu futuro uso em larga escala (Beauchemin et al., 2008). 

O potencial de diferentes tipos de taninos, presentes em diferentes espécies de plantas 

tropicais, em modificar os parâmetros da fermentação ruminal, particularmente mitigando a 

produção de CH4 no rúmen, se dá de três formas básicas: quando administrados aos ruminantes 

como forragem contendo tanino (Puchala et al., 2005), como extratos de tanino testados in vitro 

(Pellikaan et al., 2011) ou quando alimentados in vivo (Bhatta et al., 2013). 

Além disso, existem dois modos de ação dos taninos sobre a síntese de CH4 

(metanogênese): um efeito direto sobre os metanogênicos do rúmen e um efeito indireto na 

produção de hidrogênio (H2), devido à menor degradação de alimento (Wanapat et al., 2013). 

O H2 juntamente com o CO2 produzidos, são os principais substratos utilizados pelos 

metanogênicos, sendo considerada a via predominante de produção de CH4 no rúmen (Ellis et 

al., 2008). Carulla et al. (2005) sugeriram que a inibição de metanogênicos por taninos 

condensados (TC) foi principalmente o resultado da supressão da degradação da fibra que limita 

o H2 derivado da síntese de acetato. Há também evidências de que alguns taninos condensados 

podem reduzir as emissões de metano, reduzindo o inchaço e aumentando a absorção de 

aminoácidos no intestino delgado (Wanapat et al., 2013). 

Tan et al. (2011) verificaram que a inclusão de taninos condensados (3% da MS) de 

Leucena reduziu em 47% a produção de CH4 e em apenas 7% a degradação da MS dietética. 

Contudo, maiores níveis de TC, além de reduzir a emissão de metano, resultaram em efeitos 

negativos substanciais sobre a digestibilidade da MS. Por sua vez, Cieslak et al. (2012) 

observaram que os taninos condensados de Vaccinium vitis idaea L.A reduziram em 8,46%, a 

produção ruminal de CH4. Também Puchala et al. (2005) observaram que a alimentação de 

Lespedeza cuneata (180g CTs kg−1) resultou em menor emissão de metano, seja quando 

expresso como quantidade por dia (7,4 vs 10,6 g/dia) ou em relação a ingestão de MS (6,9 vs 

16,2 g/kg MS ingerida), comparado com a dieta contendo Digitaria ischaemum (Schreb.). 

Entretanto, nos estudos de Beauchemin et al. (2007), a emissão de CH4 por novilhas e novilhos 

em crescimento não foi afetada pela adição de extratos contendo taninos condensados. 
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Estas discrepâncias observadas na produção de CH4 pode ser causada pelos diferentes 

tipos de taninos testados, condensados vs hidrolisáveis, bem como pela fonte originária e o nível 

de suplementação (Patra e Saxena, 2011). Entretanto, as tentativas de atribuir os efeitos 

nutricionais às classes de tanino, não provaram ser úteis, mas a percepção de que os taninos 

hidrolisáveis são tóxicos em comparação aos condensados é ainda bastante difundida (Waghorn 

e McNabb, 2003). 

Contudo, taninos hidrolisáveis de castanha e sumach apresentaram maior capacidade de 

diminuir a concentração de metano do que taninos condensados puros de de mimosa e 

quebracho (6,56 e 7,5 vs 3,03 e 3,53%), respectivamente, em relação à dieta sem taninos 

(Jayanegara et al., 2015). Segundo os autores, tais diferenças entre os efeitos de taninos 

hidrolisáveis e condensados na concentração de metano não puderam ser claramente vistas a 

partir das diferenças nas populações de metanogênios. Embora as populações de metanogênicas 

sejam similares, taninos hidrolisáveis e condensados podem afetar sua atividade de formas 

diferentes, o que pode explicar os efeitos. 

 

2.4.2 Efeito das saponinas sobre a produção de CH4 

Tem sido relatado que as saponinas ou substâncias semelhantes a saponinas tem o 

potencial para alterar os padrões de fermentação ruminal, reduzindo a contagem de protozoários 

e suprimindo a emissão de metano (Hristov et al., 1999). Além disso, estudos indicam que as 

saponinas podem diminuir as atividades dos genes relacionados à produção de CH4 ou a taxa 

de produção de CH4 em cada célula metanogênica (Guo et al., 2008). 

A atividade antimetanogênica das saponinas foi demonstrada tanto in vitro (Pen et al., 

2006; Holtshausen et al., 2009) como in vivo (Wang et al., 2009; Holtshausen et al., 2009), 

principalmente com extratos ou material vegetal de Yucca schidigera, que é rica em saponinas 

esteroidais, e Quillaja saponária, que contém saponinas do tipo triterpenoide (Bodas et al., 

2012). 

As saponinas formam complexos com esteróis nas membranas das células protozoárias, 

o que confere a essas substâncias uma potente atividade antiprotozoária (Goel e Makkar, 2012). 

Os protozoários fornecem hidrogênio como substrato para a metanogênese conduzida pelos 

metanogênicos (Morgavi et al., 2010). Assim, as saponinas reduzem a produção de CH4 via 

inibição de protozoários e, concomitantemente, dos metanogênicos simbióticos associados 

(Patra e Saxena, 2009a), que são responsáveis por uma proporção considerável do total de CH4 

produzido. Além disso, a capacidade de inibição de bactérias celulolíticas e fungos anaeróbios 

que degradam materiais fibrosos pelas saponinas (Wina et al., 2005) leva a uma diminuição 
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ainda maior do fornecimento de hidrogênio, o que, por sua vez, contribui para reduzir a emissão 

de CH4 (Jayanegara et al., 2014). 

Esta propriedade biológica das saponinas tem sido usada para implementar estratégias 

dietéticas de mitigação de CH4 em ruminantes (Guyader et al., 2014), visto que cerca de 25% 

dos metanogênicos ruminais estão associados a protozoários e os últimos foram responsáveis 

por 10 a 25% da produção ruminal de CH4 (Newbold et al., 1995). No entanto, foi mostrado 

por Dohme et al. (1999) que os efeitos de supressão de metano dos componentes ativos da ração 

do óleo de coco não eram necessariamente mediados pelo declínio na contagem de protozoários, 

mesmo quando ocorria uma supressão simultânea de protozoários. 

Patra (2010) compilou informações de 16 experimentos que utilizaram diferentes tipos 

de saponinas, aplicando em seguida uma metanálise. Concluiu-se que, em média, as saponinas 

tendem a diminuir as emissões de metano e a concentração de protozoários no rúmen em 11 e 

28%, respectivamente. No entanto, estes efeitos são muitas vezes inconsistentes e altamente 

afetados pelo tipo de saponinas testadas (Patra e Saxena, 2009a). 

A adição de saponinas de chá (0,2 ou 0,4 mg/ml de TS) no fluido ruminal faunificado 

diminuiu a emissão de metano durante 24 h em 12,7% ou 14,0%, respectivamente. Contudo, o 

efeito sobre a produção de gás foi menor no fluido ruminal defaunado, sugerindo que a inibição 

da metanogênese pelas saponinas do chá foi principalmente devido à sua atividade 

antiprotozoária (Hu et al., 2005). Esses resultados foram semelhantes aos relatados por Wang 

et al. (2000), que observaram uma redução de 15% na produção de CH4 no tratamento 

adicionado com saponina de Yucca em comparação ao controle. 

Guo et al. (2008) associaram o efeito da saponina de chá sobre a redução do CH4 à 

inibição dos protozoários e presumivelmente à diminuição da atividade metanogênica dos 

metanogênicos associados aos protozoários. Mao et al. (2010) e Zhou et al. (2011) relataram 

uma diminuição significativa das emissões de CH4 (g de TS/kg de IMS; -27 e -11%, 

respectivamente) e concentrações de protozoários (-42% em média, expressas como 

porcentagem do rDNA 16S bacteriano) em ovinos alimentados com 60% de forragem misturada 

com saponina em pó a 0,50% na MS. 

Hess et al. (2003) observaram uma redução de 20% na produção de metano com a adição 

in vitro de saponinas de Sapindus saponária, e de cerca de 54% a contagem de protozoários, 

sem afetar, entretanto, as metanogênicas. Da mesma forma, Belanche et al. (2016) relataram 

uma redução de 22,68% na produção de metano quando incluiram 5% de saponinas da fruta da 

hera (IVY) na dieta de ruminantes. O efeito antimetanogênico de IVY se deu em função de uma 

modificação da estrutura da comunidade metanogênica e diminuiu sua diversidade. Este efeito 
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antimicrobiano específico do uso de IVY contra os metanogênicos foi considerado seu principal 

mecanismo antimetanogênico. 

 

2.4.3 Efeito dos óleos essenciais sobre a produção de CH4 

Os óleos essenciais são misturas complexas de vários compostos individuais que 

apresentam potencial para melhorar a fermentação ruminal (Benchaar et al., 2007) e reduzir a 

produção de metano (Klevenhusen et al., 2012). Contudo, os efeitos dos óleos essenciais podem 

ser temporários e variáveis devido à capacidade de adaptação dos microrganismos do rúmen a 

essas substâncias (Klop et al., 2017) e à sua grande diversidade na natureza (Calsamiglia et al., 

2007). Assim, é difícil estabelecer uma dosagem de óleo essencial na dieta que favoreça a 

manipulação da função ruminal (Wu et al., 2018), visto que essas substâncias contém mais de 

20 a 60 compostos ativos contendo uma variedade de moléculas voláteis, como os terpenos e 

terpenóides, componentes aromáticos derivados de fenol e componentes alifáticos, cada um dos 

quais tem um modo de ação diferenciado como antimicrobiano (Wu et al., 2017). 

Assim, diferentes respostas têm sido obtidas ao se avaliar o efeito de óleos essenciais de 

plantas sobre a fermentação ruminal e a produção de CH4. Chaves et al. (2008) mostraram que 

a atividade metanogênica das bactérias ruminais foi fortemente reduzida na presença de óleos 

essenciais, resultando numa diminuição acentuada na concentração de CH4. Os autores 

verificaram que a incubação in vitro de 20 mg/L, de óleo de zimbro diminuiu em cerca de 49% 

a produção de CH4 sem afetar, contudo, a produção total de AGCC ou a proporção molar 

individual desses ácidos. 

Agarwal et al. (2009) relataram que a inclusão de óleo de hortelã-pimenta, nas 

concentrações 0,33, 1,0 e 2,0 µl/ml reduziu a emissão de CH4 em 19,9%, 46,0% e 75,6%, 

respectivamente. Reduções maiores foram observadas quando se utilizou óleo de eucalipto 

(Eucalyptus citriodora) para avaliar a fermentação ruminal in vitro. Assim, Kumar et al. (2009) 

e Sallam et al. (2009) relataram uma diminuição de 56,0 e 90,3% na emissão de CH4, ao utilizar 

óleo de eucalipto nas concentrações de 1,66 e 2,0 µl/ml de meio de incubação, respectivamente. 

O óleo de eucalipto é um óleo volátil destilado das folhas e galhos frescos no topo do eucalipto. 

Assim, provavelmente seu alto grau de insaturação causou um efeito tóxico nos metanogênicos 

(Prins et al., 1972), resultando assim, na forte diminuição na produção de CH4. 

De modo semelhante, a adição de níveis crescentes de óleo de laranja (Citrus sinensis) 

resultou numa diminuição linear na produção de CH4 in vitro, chegando a -39,87% CH4 emitido 

quando se adicionou 1200 mg do óleo/L (Kamalak et al., 2011). Contudo, alguns óleos 

essenciais não apresentaram nenhum efeito sobre a emissão de metano como o óleo de alho 
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(Klevenhusen et al., 2011), αCD-mentol, αCD-hortelã pimenta, αCD-tomilho (Tatsuoka et al., 

2008), enquanto outros aumentaram em até 1,4 vezes a emissão de CH4, como o αCD-cineole 

(Tatsuoka et al., 2008). 

Essas diferenças nas respostas obtidas com o uso de diferentes tipos de óleos essenciais 

podem estar relacionadas à variação na composição desses produtos e à estabilidade de seu 

composto ativo. A dieta é outro fator que difere entre os estudos, já que dificilmente se utiliza 

as mesmas dietas experimentais. 
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RESUMO 

 

O objetivo com o presente estudo foi comparar os perfis de produção de gás e degradabilidade 

dos nutrientes de duas dietas utilizando duas técnicas de produção de gás in vitro, automática e 

semiautomática. Foi adotado o delineamento experimental em blocos casualizados em arranjo 

fatorial 2 × 2, sendo duas dietas com diferentes proporções de carboidratos não fibrosos (CNF), 

(baixo CNF vs alto CNF) e duas técnicas de produção de gás (automática vs semiautomática), 

com quatro repetições, sendo os blocos representados por três ensaios diferentes. A produção 

de gás oriunda da fermentação dos carboidratos fibrosos (Vf2) foi 22% maior na técnica 

automática em relação à semiautomática. Houve interação para a estimativa da produção total 

de gás (Vt) às 72 horas de incubação (P = 0,034). O Vt da dieta com alto CNF foi maior, 

independente da técnica utilizada, com valor médio de 198,33 ml de gás/g MS. Contudo, o Vt 

da dieta com baixo CNF diferiu entre técnicas, sendo 22,9% maior na técnica automática. O 

Vf1 apresentou correlação positiva de alta magnitude (r = 0,94) entre as duas técnicas com alto 

coeficiente de determinação (R2 = 0,87), enquanto para o Vf2 foi observada correlação positiva 

forte (r = 0,702), contudo o coeficiente de determinação (R2 = 0,47). A curva de produção de 

gás cumulativa após 14 horas de incubação foi maior na técnica automática, produzindo cerca 

de 6,3% mais gases às 48 horas de incubação em relação a semiautomática. No diagrama de 

dispersão foi observada correlação positiva de alta magnitude (r = 0,96) entre as técnicas, com 

alto ajuste entre as técnicas pelo coeficiente de determinação R2 = 0,93. Houve maior 

degradabilidade da matéria seca (MS) (+ 3,8%), matéria orgânica (MO) (+ 3,3%). Em ambas 

as dietas, a degradabilidade da proteína bruta (PB) foi maior na técnica semiautomática (P < 

0,0001). A dieta de alto CNF resultou em menor pH e menor N-NH3 no meio de incubação, 

comparado à de baixo CNF, enquanto a degradabilidade da MS, MO e PB aumentou. As 

técnicas de produção de gás automática e semiautomática, estimaram de modo semelhante os 

parâmetros cinéticos e os perfis de produção de gás total, demonstrando o potencial de ambas 

técnicas para avaliação do valor nutricional de dietas com diferentes proporções de CNF. 

 

Palavras – chave: Cinética de fermentação. Degradabilidade. Rúmen 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to compare the gas production profiles and nutrient degradability of 

two diets using two in vitro gas production techniques, automatic and semi-automatic 

technique. A randomized block design in a 2 × 2 factorial arrangement was adopted, with two 

diets with different proportions of non-fibrous carbohydrates (NFC), (low NFC vs high NFC), 

and two gas production techniques (automatic vs semi-automatic), with four replicates. The 

blocks represented three in vitro runs. Gas production from the fermentation of fibrous 

carbohydrates (Vf2) was 22% higher in the automatic technique compared to the semiautomatic. 

There was interaction for the estimation of the total gas production (Vt) at 72 hours of incubation 

(P = 0.034). The Vt of the high NFC diet was higher, regardless of the technique used, with an 

average value of 198.33 ml of gas g DM. However, the Vt of the diet with low NFC differed 

between techniques, with 22.9% higher in the automatic technique. The Vf1 showed a positive 

correlation of high magnitude (r = 0.94) between the two techniques with a high coefficient of 

determination (R2 = 0.87), while for Vf2 a strong positive correlation was observed (r = 0.702), 

however the coefficient of determination (R2 = 0.47). Cumulative gas production curve after 14 

hours of incubation was greater in the automatic technique, producing about 6.3% more gases 

at 48 hours of incubation compared to semiautomatic. In the dispersion diagram, a positive 

correlation of high magnitude (r = 0.96) was observed between the techniques, with a high 

adjustment between the techniques by the coefficient of determination (R2 = 0.93). There was 

greater degradability of dry matter (DM) (+ 3.8%), organic matter (OM) (+ 3.3%). In both diets, 

the degradability of crude protein (CP) was greater in the semiautomatic technique (P < 0.0001). 

The high NFC diet resulted in lower pH and lower N-NH3 in the incubation medium, compared 

to the low NFC diet, while the degradability of DM, OM and CP increased. The automatic and 

semi-automatic techniques estimated the kinetic parameters and the profiles of total gas 

production similarly, demonstrating the potential of both techniques for assessing the 

nutritional value of diets with different proportions of NFC.  

 

Key words: Degradability. Fermentation kinetics. Rumen 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A técnica de produção de gás tornou-se uma ferramenta comum para caracterizar 

alimentos e investigar a cinética da fermentação ruminal. Desde o primeiro relato da técnica 

realizado por Menke et al. em 1979, várias novas técnicas foram desenvolvidas para mensurar 

a produção de gás durante a fermentação de um alimento (Pell e Schofield, 1993; Theodorou et 

al., 1994; Cone et al., 1996; Davies et al., 2000). Essas técnicas têm como princípio, medir 

eletronicamente a produção de gás durante a incubação de uma amostra de alimento com líquido 

ruminal. 

A padronização do protocolo de avaliação de alimentos é uma premissa importante a 

ser considerada, tendo sido fundamental no desenvolvimento da técnica de Tilley e Terry 

(1963), permitindo resultados reproduzíveis entre laboratórios. Atualmente, a composição do 

meio, o tempo de incubação e o método de coleta do líquido ruminal dos animais doadores 

foram padronizados. Contudo, os protocolos variam entre diferentes laboratórios que utilizam 

as técnicas de produção de gás. Além disso, a própria técnica varia entre laboratórios, 

principalmente no que diz respeito ao uso da técnica semiautomática ou automática. 

A técnica in vitro semiautomática de produção de gases (Maurício et al., 1999), tem sido 

muito utilizada para predizer o valor nutricional de alimentos e dietas (Jayme et al., 2009; 

Zhong et al. 2016; Lagrange et al., 2019), devido principalmente à capacidade de avaliar muitos 

alimentos, possuir baixo custo e alta repetibilidade, além de oferecer a possibilidade de 

descrição da cinética da fermentação ruminal, estimando a taxa e a extensão da degradação. 

Contudo, ainda depende da inserção manual de um transdutor de pressão portátil em cada frasco 

de fermentação, elevando a necessidade de mão de obra. 

Por sua vez, as técnicas de produção totalmente automatizadas, sejam elas ventiladas 

(Davies et al., 2000) ou sem ventilação (Pell e Schofield, 1993), apresentam a vantagem de 

necessitar de menos mão de obra nos estudos de produção de gás. Entretanto, apesar de suas 

vantagens na avaliação de alimentos, os sistemas totalmente automatizados apresentam um 

elevado custo inicial, e sua complexidade e as dificuldades de manutenção tornam estes 

sistemas inadequados para muitos laboratórios. 

Assim, foi avaliado a cinética de produção de gases a partir da fermentação ruminal em 

duas dietas distintas, utilizando duas técnicas de produção de gás in vitro: a técnica 

semiautomática proposta por Mauricio et al. (1999) e a técnica totalmente automatizada 

desenvolvida pela ANKOM (ANKOMRF Gas Production System). 

 

https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0377840105001859#bib6
https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0377840105001859#bib18
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido na unidade de Produção de Gás do Laboratório de 

Análises de Alimentos e Nutrição Animal - LAANA, pertencente ao Centro de Ciências 

Agrárias – CCA, da Universidade Federal da Paraíba - UFPB, Areia-PB. 

O estudo foi realizado de acordo com os critérios relativos aos cuidados com animais 

experimentais, sendo o uso de animais fistulados no rúmen submetido ao comitê de ética e bem-

estar animal da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) (CEUA nº 9866190719). 

 

2.1 DIETAS EXPERIMENTAIS 

Para realização do ensaio, foram utilizados como substrato, duas dietas à base de feno 

de tifton, milho moído e farelo de soja, com diferentes relações volumoso: concentrado, 60:40 

(baixo carboidrato não fibroso) e 30:70 (alto carboidrato não fibroso) com base na MS (Tabela 

1). Todos os ingredientes foram moídos em moinho de facas tipo Willey (Modelo MA 580, 

Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil), utilizando peneiras de crivo de 1,0 mm. A composição 

química dos alimentos e de ambas as dietas foram estimadas seguindo os métodos da AOAC 

(2005) (Tabela 1). Foram realizadas análises de matéria seca (MS) (método 934.01), matéria 

mineral (MM) (método 942.05), proteína bruta (PB) (Kjeldahl, método 954.01) e extrato etéreo 

(EE) (método 920.39). A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido (FDA) 

foram estimadas pelo método de Van Soest et al. (1991), utilizando analisador de fibra da 

ANKOM (ANKOM200 Fibre Analyzer – ANKOM Tecnology Corporation, Fairport, NY, 

EUA). Os carboidratos totais (CT) foram estimados por meio da equação proposta por Sniffen 

et al. (1992), CT = 100 – (%PB + %EE + %MM) e os carboidratos não-fibrosos (CNF) segundo 

Van Soest et al. (1991), CNF = 100 – (%PB+ %EE + %MM + %FDN). 
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Tabela 1 – Composição química dos ingredientes e das rações experimentais 

Ingredientes 
Composição química (g/kg MS) 

MS1 MM2 PB3 EE4 FDN5 FDA6 CT7 CNF8 

Feno de tifton 926,0 98,5 97,2 17,6 781,0 428,5 786,7 5,7 

Milho moído 883,9 22,3 103,0 43,3 176,6 44,9 831,4 654,8 

Farelo de soja 893,9 63,7 480,9 13,5 153,3 86,9 441,9 288,6 

Dietas experimentais         

Dieta Baixo CNF 910,7 75,3 160,7 25,5 580,4 304,8 812,5 158,1 

Dieta Alto CNF 899,0 52,0 158,8 34,9 387,6 180,7 845,2 366,7 

 Proporção dos ingredientes da dieta (g/kg MS) 

 Feno de tifton Milho moído Farelo de Soja 

Dieta Baixo CNF8
 608,0 230,0 162,0 

Dieta Alto CNF8 307,0 540,0 152,0 
1Matéria Seca, 2Matéria Mineral, 3Proteína Bruta, 4Extrato Etéreo, 5Fibra em Detergente Neutro, 6Fibra em 

Detergente Ácido, 7Carboidratos Totais, 8Carboidratos Não Fibrosos. 

 

2.2 TÉCNICAS DE PRODUÇÃO DE GÁS 

Para avaliação da cinética de produção de gás, foram utilizadas duas técnicas distintas, 

semiautomática (Mauricio et al., 1999) e automática (ANKOMRF System). 

No sistema semiautomático, a cinética de produção de gás foi avaliada através da 

metodologia proposta por Mauricio et al. (1999) e modificada por Menezes et al. (2015). A 

pressão nos frascos foi medida por um transdutor de pressão (DPI 705, Druck Ltda., General 

Electrics®; Leicester, UK) (Figura 1-B). As leituras de pressão foram tomadas em uma 

frequência maior durante o período inicial de fermentação. A produção de gás foi registrada às 

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 20, 24, 28, 34 e 48 horas. Foi realizada agitação manual dos frascos 

após cada leitura de pressão. A pressão de gás (psi) medida durante o ensaio foi transformada 

em volume (ml de gás) pela equação: V = (4,4392 x p) + 0,8943. 

Na técnica de produção de gás automática, foi utilizada a metodologia desenvolvida pela 

Ankom Tecnology® (ANKOMRF Gas Production System) (Ankom, 2011) (Figura 1-A). A 

técnica possibilita avaliar a cinética da fermentação ruminal de forma automatizada, realizando 

o monitoramento da pressão do gás dentro de múltiplos módulos. O sistema tem capacidade 

para incluir até 50 módulos individuais que comunicam informações a um computador usando 

transmissão de radiofrequência (RF). Cada unidade (módulo) consiste em uma garrafa de vidro 

(capacidade real: 310 ml) equipada com um módulo sensor de pressão ANKOM (faixa de 

pressão: – 69 a + 3447 kPa; resolução: 0,27 kPa; precisão 0,1% dos valores medidos), incluindo 

um microchip e um remetente de rádio. O sistema foi ajustado para registrar a produção de gás 

nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 20, 24, 28, 34 e 48 horas, conforme a técnica 

semiautomática. Foi realizada agitação manual dos frascos nesses mesmos horários. A pressão 



58 

 

 

do gás medida foi convertida em mols de gás produzido, usando a lei do gás 'ideal' (equação 1) 

e depois convertida em mililitros (ml) de gás produzido pela lei de Avogadro (equação 2). 

n = p (V / RT)       (equação 1) 

Onde:  n = gás produzido em moles (mol) 

p = pressão em kilopascal (kPa) 

V = volume do head-space no frasco de vidro em litros (L) 

T = temperatura em Kelvin (K) 

R = constante do gás (8,314472 L·kPa·K-1·mol-1) 

 

Gás produzido em ml = n x 22.4 x 1000   (equação 2) 

 

  
Figura 1 – (A) Sistema semiautomático de produção de gás; (B) Sistema automático de 

produção de gás. 

 

2.3 DEGRADAÇÃO E CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE GÁS IN VITRO 

2.3.1 Animais doadores 

O líquido ruminal utilizado como inoculante nos ensaios de produção de gás foi obtido 

de dois ovinos Santa Inês (40 ± 3 kg de peso vivo), com fístula ruminal. Os animais foram 

alimentados com uma dieta à base de capim elefante e suplementados diariamente com 0,4 kg 

de concentrado, composto por milho moído, farelo de soja e suplemento mineral, além de água 

de bebida ad libitum. 

 

2.3.2 Preparação do inóculo microbiano 

O líquido ruminal foi coletado de diferentes partes do rúmen, com o auxílio de conchas 

de inox, posteriormente filtrado através de quatro camadas de gaze, armazenado em garrafas 

térmicas previamente aquecidas a 39 ºC e encaminhados ao laboratório. O líquido coletado dos 

A B 
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dois animais doadores foi misturado em proporções iguais, sendo continuamente purgados com 

CO2, para manter as condições de anaerobiose. 

 

2.3.3 Preparo do meio de incubação 

O meio de incubação foi preparado misturando-se 500 ml de água destilada, 0,1 ml da 

solução de microminerais, 200 ml da solução buffer e 200 ml da solução de macrominerais 

(Theodorou et al., 1994). Não foi adicionado “resazurina” na solução redutora. Uma corrente 

de CO2 foi borbulhada no meio de incubação por pelo menos 3 horas antes do uso. Os reagentes 

utilizados para o preparo do meio e suas proporções são apresentados na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Composição das soluções usadas para preparar o meio de incubação, conforme 

descrito por Theodorou et al. (1994). 

Solução  

Buffer (g/l) 

NH4HCO3 4,0 

NaHCO3 35,0 

  

Macrominerais (g/l) 

Na2HPO4.12H2O 9,45 

KH2PO4 6,2 

MgSO4.7H2O 0,6 

  

Microminerais (g/100 ml) 

CaCl2.2H2O 13,2 

MnCl2.4H2O 10,0 

CoCl2.6H2O 1,0 

FeCl2.6H2O 8,0 

  

Agente redutor  

Cisteína HCL.1H2O 0,625 g 

Na2S.7H2O 0,625 g 

1M NaOH 4 ml 

Água destilada 95 ml 

 

2.3.4 Preparo dos frascos de incubação 

Os ingredientes das rações foram moídos (gramatura = 1 mm) e pesados separadamente 

em sacos de náilon (5 x 10 cm), com poro de 50 µm, (1g de ração/saco), que foram colocados 

em frascos de vidro de 160 ml (técnica semiautomática) e em frascos de borossilicato de 250 

ml (técnica automática). Adicionou-se em cada frasco 90 ml do meio de incubação (Theodorou 

et al., 1994), previamente preparado. Em seguida, a solução dos frascos, de ambas as técnicas, 

foi saturada com CO2. Os frascos do sistema semiautomático foram selados com tampas de 
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borracha, acondicionados em caixas de madeira e mantidos, durante a noite, sob refrigeração a 

4ºC. Por sua vez, os frascos do sistema automático foram fechados com tampa rosqueada, 

colocados em caixas de madeira e mantidos, sob refrigeração a 4ºC (Fig. 1A). 

Cinco horas antes do início do ensaio, as caixas contendo os frascos de incubação foram 

transferidas para a estufa de produção de gás (Fig. 1B), mantida à temperatura de 39ºC, para 

garantir que a solução tampão estivesse na mesma temperatura no momento da inoculação do 

líquido ruminal. 

 

  
Figura 2 – (A) Frascos de incubação mantidos sob refrigeração após serem selados com a 

tampa; (B) Frascos transferidos para estufa de produção de gás antes da adição do 

líquido ruminal. 

 

No sistema semiautomático, o líquido ruminal (10 ml) foi injetado nos frascos de 

incubação através da tampa de borracha, utilizando uma seringa de 20 ml com uma agulha 

hipodérmica de 18G x 1½ (40 mm x 1,20 mm) (Lagrange et al., 2019). Logo em seguida a 

pressão interna dos frascos foi eliminada, e estes transferidos para a estufa, registrando-se o 

início da incubação. 

No sistema automático a injeção do líquido foi feita diretamente através da parte 

superior dos frascos. Assim, retirou-se as tampas rosqueadas dos frascos, adicionou-se 10 ml 

de líquido ruminal, saturou a solução com CO2 e em seguida os frascos foram fechados com o 

módulo. Posteriormente, todas as válvulas dos módulos foram abertas para liberar a pressão 

existente e logo em seguida fechadas, dando início ao ensaio. 

 

2.3.5 Cinética de produção de gás e degradabilidade dos nutrientes 

A produção cumulativa de gás foi analisada pelo modelo logístico bicompartimental 

(Schofield et al., 1994): 

𝑉𝑡 =  
𝑉𝑓1

1 + 𝑒2−4𝑚1(𝑇−𝐿)
+  

𝑉𝑓2

1 + 𝑒2−4𝑚2(𝑇−𝐿)
 

A B 
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Onde: Vt – volume máximo total de produção de gás, Vf1 – volume máximo de gás para a fração 

de rápida degradação (carboidratos não fibrosos – CNF), Vf2 – volume máximo de gás para a 

fração de degradação lenta (carboidratos fibrosos – CF), m1 – taxa de produção de gás para a 

fração de rápida degradação, m2 – taxa de produção de gás para a fração de degradação lenta, L 

– tempo de colonização (fase lag) e T – tempo de fermentação. 

Para que os dados de produção de gás se ajustassem ao modelo matemático testado, foi 

necessário estimar a produção de gás às 72 horas, através da aplicação de uma derivada, 

utilizando o modelo exponencial. 

A degradabilidade da matéria seca, matéria orgânica e proteína bruta das dietas foram 

estimadas pela remoção dos sacos de poliéster após 48 horas de incubação. A remoção se deu 

após os frascos terem sidos refrigerados a 4 ºC para cessar a fermentação microbiana. Em 

seguida, os sacos foram lavados em água corrente e pesados após secagem por 12 horas em 

estufa de 65 ºC e 2 horas em estuda de 105 ºC. 

 

2.4 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DA FERMENTAÇÃO RUMINAL 

Para avaliação dos parâmetros de fermentação ruminal, foram feitas coletas do líquido 

de incubação nos frascos de fermentação. O líquido foi homogeneizado e o pH mensurado por 

meio da leitura direta utilizando potenciômetro digital portátil (K39-0014PA – KASVI - Brasil). 

Posteriormente, cerca de 40 ml do meio sem ácido foi armazenado para mensuração do 

nitrogênio amoniacal (N-NH3), conforme técnica descrita por Detmann et al. (2012) (INCT - 

CA N-007/1) onde, no momento da análise, as amostras foram descongeladas, acrescidas de 

ácido tricloroacético e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. 

 

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Para realização do estudo, foi adotado o delineamento em blocos casualizados, em 

arranjo fatorial 2 x 2 (Duas técnicas x duas dietas experimentais). Foram utilizadas quatro 

repetições por tratamento / por ensaio, sendo realizado um total de três ensaios, que foram 

utilizados como blocos, utilizando o modelo geral: 

Yijkl = µ + Ti + Dj + TDij + Bk + eijkl 

Onde, Yijkl = valor observado; µ = média geral do experimento; Ti = efeito fixo da técnica de 

produção de gás (i = automática e semiautomática); Dj = Efeito fixo da dieta (j = dieta 1 e 2); 

TDij =efeito da interação “técnica × dieta”; Bk =efeito fixo do bloco (k = ensaio 1, 2 e 3); eijkl 

= erro experimental aleatório. 
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A estimativa dos parâmetros do modelo de produção de gás e o ajuste das curvas foram 

realizados utilizando o procedimento para modelos não lineares (PROC NLIN) do software 

estatístico SAS versão 9.0 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Os dados foram submetidos à 

análise de variância pelo procedimento do modelo linear misto (PROC MIXED) do SAS. As 

médias dos tratamentos foram comparadas aplicando-se o teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

Os dados referentes as duas técnicas de produção de gás nas dietas de alta e baixa teor 

de CNF foram submetidas a análise multivariada, através da medida de dissimilaridade, 

utilizado a distância de Gower e como método de agrupamento Unweighted Pair-Group 

Method Using an Arithmetic Average (UPGMA), utilizando o programa MEGA7: Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger datasets (Kumar, Stecher e Tamura, 

2015), para elaboração do cluster a partir da matriz de dissimilaridade. A análise de 

componentes principais (PC) também foi realizada para identificar as variáveis que mais 

contribuíram para o comportamento dos tratamentos utilizando o programa R (R Development 

Core Team, 2020), pacote factoextra. 
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3 RESULTADOS 

 

A produção de gás oriunda da fermentação dos carboidratos fibrosos (Vf2), estimada até 

as 72 horas de incubação, foi 22% maior na técnica automática em relação à semiautomática. 

No entanto, a taxa de produção de gás dos carboidratos fibrosos (m2) foi 15% maior na técnica 

semiautomática. Por outro lado, a produção de gás oriunda da fermentação dos carboidratos 

não fibrosos (Vf1) não diferiu entre as duas técnicas (P = 0,109), com valor médio de 123,05 

ml/g MS. A dieta influenciou a Vf1, sendo 18% maior na dieta com alto CNF. O lag time não 

foi alterado em função da técnica ou da dieta utilizada com valor médio de 3,81 horas (Tabela 

3). 

 

Tabela 3 –Estimativa dos parâmetros de produção de gás in vitro de duas dietas em função de 

duas técnicas de produção de gás, após 72 horas de incubação e interação “dieta × 

técnica” para a produção total de gás (Vt). 

Fonte 

Parâmetros 

ml/g MS ml/g MS/h h 

Vf1 Vf2 Vt m1 m2 mt L 

Técnica        

Automática 126,71 65,52 192,23 0,1000 0,0246 0,1247 3,75 

Semiautomática 119,39 51,02 170,41 0,1165 0,0291 0,1456 3,88 

Dieta        

Baixo CNF 111,22 52,89 164,10 0,0968 0,0261 0,1229 3,93 

Alto CNF 134,93 62,91 197,83 0,1214 0,0279 0,1493 3,70 

P - valor        

Técnica (T) 0,109 0,033 <,0001 0,297 0,044 0,222 0,626 

Dieta (D) <,0001 0,155 <,0001 0,103 0,321 0,103 0,465 

T x D 0,196 0,496 0,034 0,609 0,413 0,714 0,432 

EPM 3,47 3,48 4,05 0,008 0,001 0,009 0,050 

Interação “dieta × técnica” para Vt 

Dieta 
Técnica de produção de gás 

P - valor 
Automática Semiautomática 

Baixo CNF 181,76aB 147,92bB 0,0001 

Alto CNF 203,76A 192,90A 0,3631 

P - valor 0,0121 <0,0001  
Vf1 – produção de gás potencial a partir dos carboidratos não fibrosos; Vf2 – produção de gás potencial a partir dos 

carboidratos fibrosos; Vt – produção de gás potencial a partir dos carboidratos totais; m1– taxa de produção de gás 

a partir dos carboidratos não fibrosos; m2 – taxa de produção de gás a partir dos carboidratos fibrosos; mt – taxa 

de produção de gás a partir dos carboidratos totais; L – fase lag; EPM – erro padrão da média; letras minúsculas 

na linha e maiúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Houve interação para a estimativa da produção total de gás (Vt) às 72 horas de incubação 

(P = 0,034). O Vt da dieta com alto CNF foi maior, independente da técnica utilizada, com valor 

médio de 198,33 ml de gás/g MS. Contudo, o Vt da dieta com baixo CNF diferiu entre técnicas, 

sendo 22,9% maior na técnica automática. Na comparação entre as dietas houve variação em 
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ambos os sistemas, com aumento de 12,1 e 30,4% na dieta com alto CNF, no sistema automático 

e semiautomático, respectivamente (Tabela 3). 

As curvas de produção cumulativa de gás, oriunda dos carboidratos não fibrosos (Fig. 

3A) e fibrosos (Fig. 3B) não diferiram quando avaliadas pelas diferentes técnicas ao longo dos 

períodos de avaliação. A produção de gás resultante da fermentação dos carboidratos não 

fibrosos, apresentou correlação positiva de alta magnitude (r = 0,94) entre as duas técnicas (Fig. 

3D) com alto coeficiente de determinação de R2 = 0,87, enquanto para a produção de gás 

oriundo dos carboidratos fibrosos, foi observada correlação positiva forte (r = 0,702), contudo 

o coeficiente de determinação (R2 = 0,47) demonstrou baixo ajuste entre as técnicas (Fig. 3C). 

Houve interação “técnica × tempo” para produção total de gás (P = 0,0009), até 48 horas 

de incubação. A curva de produção de gás cumulativa após 14 horas de incubação foi maior (P 

< 0,05) na técnica automática (Fig. 3C), produzindo cerca de 6,3% (P = 0,0004) mais gás às 48 

horas de incubação em relação a semiautomática. No diagrama de dispersão foi observada 

correlação positiva de alta magnitude (r = 0,96) entre as técnicas, com alto ajuste entre as 

técnicas pelo coeficiente de determinação R2 = 0,93 (Fig. 3F). 

As figuras 3G, 3H e 3I mostram que não houve diferença entre as técnicas, automática 

e semiautomática, na estimativa da produção média de gás oriunda da fermentação dos 

carboidratos não fibrosos (P = 0,429), fibrosos (P = 0,092) e totais (P = 0,279), respectivamente. 
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Figura 3 – Perfis de produção gás oriundos da fermentação dos carboidratos não fibrosos - CNF 

(A), fibrosos - CF (B), e totais – CT (C), após 48 horas de incubação; diagramas de 

dispersão para avaliar a correlação entre a técnica automática e semiautomática, para 

os CNF (D), CF (E) e CT (F); produção média de gás oriundo da fermentação dos 

CNF (G), CF (H) e CT (I), a partir da técnica automática e semiautomática; r = 

correlação entre as duas técnicas; P = significativo a 5% de probabilidade. 
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Após oito horas de incubação, a produção de gás oriunda da fermentação dos CNF (Fig. 

4A) e a produção de gás total (Fig. 4B) foram significativamente maiores (P < 0,05) na dieta 

de alto CNF em comparação à dieta de baixo CNF, havendo maior variação ao longo do tempo 

de incubação. 

 

 

Figura 4 – Interação “dieta × tempo” para a produção média de gás dos carboidratos não 

fibrosos (A) (P < 0,0001) e carboidratos totais (B) (P < 0,0001). 

 

A degradabilidade da matéria seca e da matéria orgânica foi 3,85 e 3,33%, 

respectivamente, maior quando avaliada através da técnica semiautomática. A dieta de alto CNF 

resultou em menor pH (5,88) e menor concentração de N-NH3 (39,61 mg/dL) no meio de 

incubação, comparado à dieta de alto CNF. Além disso, a dieta com alto CNF teve maior 

degradabilidade da matéria seca e matéria orgânica (P < 0,0001) em relação à dieta de baixo 

CNF (Tabela 4). 

Houve interação para degradabilidade da proteína bruta às 48 horas de incubação (P = 

0,0026), onde na técnica semiautomática houve incremento de 3,03 e 7,19% em relação a 

técnica automática para dieta de alto e baixo CNF, respectivamente. Na comparação entre as 

dietas, houve variação apenas no sistema semiautomático (P < 0,0001) com aumento de 5,12% 

na dieta com alto CNF (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Parâmetros ruminais e degradabilidade dos nutrientes às 48 horas de incubação em 

função de duas técnicas de produção de gás e duas dietas e interação “dieta × técnica” 

para a degradabilidade da proteína bruta (DPB). 

Fonte pH 
N-NH3 

(mg/dL) 

DMS1 DMO2 DPB3 

g/kg MS 

Técnica      

Automática 6,04 40,37 746,65 743,52 850,73 

Semiautomática 6,03 42,00 775,40 768,29 897,09 

Dieta      

60:40 6,20 42,76 706,73 698,55 860,24 

30:70 5,88 39,61 815,32 813,26 887,57 

P – valor      

Técnica (T) 0,8386 0,0704 <,0001 0,0001 <,0001 

Dieta (D) <,0001 0,0015 <,0001 <,0001 <,0001 

D x T 0,2257 0,3582 0,5451 0,6455 0,0026 

EPM4 0,030 1,255 8,662 9,020 5,480 

Interação “dieta × técnica” para DPB 

Dieta 
Técnica de produção de gás 

P - valor 
Automática Semiautomática 

Baixo CNF 847,0 b 873,5 aB 0,0044 

Alto CNF 854,5 b 920,7 aA <0,0001 

P – valor 0,4006 <0,0001  
1Degradabilidade da matéria seca; 2Degradabilidade da matéria orgânica; 3Degradabilidade da proteína bruta; 4Erro 

padrão da média; Letras minúsculas na linha e maiúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 

Na análise de componentes principais, os dois primeiros componentes explicaram 

88,6% da variação total dos dados. As cargas fatoriais com maior contribuição para explicação 

do componente 1 foram, pH, DMO, DMS, Vf1, m1 e Vt com 81,19% e para o segundo 

componente Vf2, m2, Vt, DPB e N-NH3 com 78,91%. Caracteres como mt, m1 e DPB 

influenciaram diretamente na resposta da dieta de alto CNF no sistema semiautomático, 

enquanto Vf2, Vt e Vf1 contribuíram com a resposta da mesma dieta no sistema automático. Em 

relação a dieta de baixo CNF no sistema semiautomático o N-NH3 e pH induziram diretamente 

o comportamento desse tratamento, enquanto a dieta de baixo CNF no sistema automático teve 

influência negativa dos caracteres que influenciaram a segunda dieta no sistema 

semiautomático (Figura 5A). 

Correlações negativas de alta magnitude foram observadas entre pH x Vf1, m1, Vt, mt, 

DMS e DMO com r = -0,93, -0,87, -0,81, -0,83 -0,94 e -0,95, respectivamente, enquanto 

correlações positivas foram registradas entre Vf1 x Vf2, Vt, DMS e DMO com r = 0,81, 0,97, 

0,81 e 0,83; m1 x mt, DMS, DMO e DPB com r = 0,99, 0,90, 0,88 e 0,92 (Figura 5A). 

Através da análise de Cluster, utilizando o método de agrupamento UPGMA com base 

na distância de Gower, foi possível visualizar a formação de dois grupos, sendo o primeiro 
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formado pela dieta de alto CNF em ambos os sistemas e o segundo grupo pela dieta de baixo 

CNF nos sistemas automático e semiautomático (Figura 5B). 

 

 

Figura 5 - Análise de componentes principais e dendrograma para estimativa dos parâmetros 

de produção de gás in vitro, parâmetros ruminais e degradabilidade dos nutrientes de 

duas dietas em função de duas técnicas de produção de gás. A: correlação em círculo 

para 12 características e dispersão dos tratamentos em função dos dois primeiros 

componentes, as setas representam a direção da característica e as cores de gradiente 

representam a contribuição de cada característica para os componentes. Do azul ao 

vermelho: contribuições baixas a altas; B: dendrograma obtido pelo método de 

agrupamento UPGMA com base na distância de Gower; Dieta 1 = baixo CNF e Dieta 

2 = alto CNF. 
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4 DISCUSSÃO 

 

A medição da produção cumulativa de gases, através de técnicas de produção de gás, 

tem permitido estimar, com sucesso, as taxas de digestão das diferentes frações dos 

carboidratos, partindo do princípio de que os gases produzidos são provenientes da fermentação 

do material incubado pelos microrganismos do rúmen (Pell e Schofield, 1993). Assim, a 

comparação de diferentes técnicas de produção de gás se torna necessária para aumentar a 

confiança dos dados gerados (Gierus et al., 2008), visto que além do equipamento utilizado, 

diversos outros fatores podem afetar as medidas de produção de gás, tais como procedimentos 

de incubação (tampão, coleta do líquido ruminal, relação tampão e líquido ruminal), espécie 

doadora e dieta do animal doador (Rymer et al., 2005). 

Nesse estudo, foram utilizados os mesmos procedimentos de incubação para ambas as 

técnicas avaliadas, visando minimizar parte das fontes de variação que afetam as medidas de 

produção de gás in vitro. Os resultados obtidos mostraram que a estimativa dos parâmetros 

cinéticos da produção de gás oriundos da fermentação dos carboidratos fibrosos (Vf2), após 72 

horas de incubação, foi diferente entre as técnicas avaliadas, sendo 22% maior quando avaliada 

através da técnica automática. Contudo, avaliando a interação “técnica × dieta”, para a produção 

total de gás, estimada até 72 horas, observamos que o efeito da técnica só ocorreu na dieta de 

baixo CNF, sendo a produção de gás total cerca de 23% maior (P = 0,0001) quando avaliada 

através da técnica automática. 

Um dos fatores que afetam a medição do gás é a alta pressão de gases no headspace dos 

frascos de incubação. Assim, de acordo com a lei de Henry, quando a pressão do gás é 

acumulada nesses frascos, uma determinada proporção de gás permanece dissolvida no meio 

de cultura (Theodorou et al., 1994), o que pode subestimar as medidas de produção de gás 

(Cattani et al., 2014). Nesse estudo, os frascos do sistema semiautomático foram ventilados em 

tempos fixos, após cada leitura de pressão. Por outro lado, no sistema automático, a ventilação 

dos frascos ocorreu quando a pressão limite no headspace atingiu 5 psi (34,47 kPa). Esse limiar 

de pressão, utilizado nesse estudo, é bem superior aos utilizados por outros autores (6,8 kPa) 

(Cornou et al., 2013; Katsande et al. 2015), em sistemas automatizados. Contudo, foi sugerido 

que somente quando a pressão no headspace ultrapassa 7 psi (48 kPa), é que a atividade 

microbiana pode ser perturbada (Theodorou et al., 1994), o que pode diminuir a fermentação 

dos carboidratos e, consequentemente, a produção de gás. 

Outro fator que poderia ter afetado o resultado da produção de gás, seria a relação head-

space: volume do meio de incubação. No sistema automático (ANKOMRF System) essa relação 
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foi de 2,1:1, enquanto na técnica do transdutor de pressão (semiautomático) foi de 0,6:1. Assim, 

era de se esperar uma menor produção de gás no sistema automático, haja vista que grandes 

áreas superficiais permitem maiores trocas gasosas entre fases comparado a áreas superficiais 

pequenas (Paul e Fincke, 1989; Meier-Schneiders et al., 1995), o que aumenta a solubilidade 

dos gases no meio de incubação, principalmente CO2 (Lowenadler e Ronner, 1994), fato não 

observado no presente estudo. 

Vale ressaltar que, o sistema automático utilizado no presente estudo (ANKOMRF 

System) permite a detecção, com alta frequência, de pequenas mudanças de pressão no 

headspace dos frascos fechados, sendo equipado com um sistema de ventilação automático que 

permite a manutenção de baixa pressão dentro do frasco. Além disso, possui uma abertura muito 

rápida da válvula (250 milissegundos) para evitar a entrada de ar (Ankom, 2011). Por outro 

lado, durante a leitura de pressão do sistema semiautomático, as agulhas permanecem inseridas 

nas tampas de borracha até a completa leitura de pressão de todos os frascos, o que certamente 

resulta em perdas de gases durante o período. Assim, a alta sensibilidade do sistema automático, 

associado às perdas de gás durante a leitura de pressão do sistema semiautomático, podem ter 

contribuído para uma maior produção de gás no sistema automático. 

Semelhante ao encontrado no presente estudo, Cattani et al. (2014) observaram uma 

redução de 18% na produção de gás quando utilizou um sistema de produção de gás não 

ventilado, em comparação a um sistema ventilado. Vale destacar que no sistema ventilado, 

utilizado pelos autores, a pressão limiar foi fixada em 1 psi (6,8 kPa), valor 5 vezes inferior ao 

utilizado no presente estudo para o sistema ventilado. 

Apesar da produção de gás total ter sido levemente inferior na técnica semiautomática, 

os perfis de produção cumulativa de gás mostraram que os dados de produção de gás de ambas 

as técnicas se ajustaram bem ao modelo matemático logístico de Schofield et al (1994). Assim, 

conforme observado na figura 4C, os perfis da produção de gás apresentaram uma fase inicial 

com produção de gás inexistente ou lenta, uma fase exponencial de produção rápida de gás e 

uma terceira fase, chamada assintótica, onde a produção de gás é reduzida. Além disso, os 

diagramas de dispersão, figuras 4D, 4E e 4F, mostraram que a produção de gás de ambas as 

técnicas apresentou uma correlação fortemente positiva. 

A estimativa do tempo de colonização ou fase lag (L) não foi afetada pelo tipo de 

técnica, apresentando valor médio de 3,81 horas. A fase lag representa a primeira fase da curva 

de produção de gás, que explica o tempo de latência de hidratação, fixação e colonização do 

substrato insolúvel pelos microrganismos ruminais (Beuvink e Kogut, 1993). Fatores como tipo 

de substrato disponível, tamanho de partícula, relação volumoso: concentrado, diluição do 
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líquido ruminal no meio de incubação pode afetar o tempo de colonização, principalmente por 

comprometer a atividade microbiana (Nagadi, 2000). Assim, os resultados obtidos para essa 

variável estão em acordo com o esperado, haja vista que foram usados os mesmos parâmetros 

para ambas as técnicas. 

A degradabilidade da matéria seca e matéria orgânica foi reduzida em 3,7 e 3,2%, 

respectivamente, quando foi avaliada através da técnica automática. Além disso, a 

degradabilidade da proteína bruta reduziu 3,0 e 7,2% quando avaliada através da técnica 

automática, nas dietas de baixo e alto CNF, respectivamente. A maior parte do gás produzido é 

resultado da fermentação de carboidratos a acetato, propionato e butirato (Blummel e Orskov, 

1993), com baixa contribuição da proteína para a produção gás e insignificante a quantidade de 

gás advindo da gordura (Getachew et al., 1998). Assim, é possível que essa leve redução na 

degradabilidade da proteína não tenha sido suficiente para provocar uma mudança nos 

resultados de produção de gás. 

Os resultados de produção de gás de ambas as técnicas apresentaram uma alta 

correlação, demostrando o seu potencial para avaliação nutricional de alimentos. É importante 

destacar que, apesar de serem muito sensíveis e precisas, o alto custo inicial e a maior 

necessidade de manutenção do sistema limitam o uso das técnicas automatizadas para muitos 

laboratórios. Essas dificuldades de manutenção dos módulos de fermentação foram observadas 

nesse estudo. Além disso, os dados de 3 dos 24 módulos usados nos ensaios (12,5%) tiveram 

que ser descartados, devido a vazamento de gás. Também avaliando a produção de gás através 

do ANKOMRF System, Cornou et al. (2013) relataram as mesmas dificuldades observadas nesse 

estudo. 

A comparação dos perfis de produção de gás das dietas testadas não é objetivo central 

desse estudo, uma vez que já era esperado um maior volume de gás na dieta com alto CNF. 

Assim, conforme o esperado, a estimativa da produção total de gás (Vt) mostrou que a dieta 

com alto CNF produziu 24,5% mais gás que a dieta com baixo CNF. Além disso, a produção 

de gás oriunda da fermentação dos CNF (Vf1) foi 22,3% maior e o gás advindo dos CF foi cerca 

de 30% maior na dieta com baixo CNF. Apesar do aumento considerável no volume de gás 

produzido, as taxas de produção de gás não diferiram entre as duas dietas. 

Em dietas com alto teor de CNF, a produção de gás é elevada devido a maior 

disponibilidade de carboidratos de rápida fermentação (Tosto et al., 2015). Avaliando o uso de 

diferentes fontes de carboidratos associados com ureia, Santos et al. (2020) observaram um 

maior volume de gás quando usou mandioca como fonte de carboidratos na dieta, fato que foi 

associado ao seu maior conteúdo de CNF. 
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Em função dessa maior quantidade de CNF, a degradabilidade da MS, MO e PB foi 

15,36, 16,42 e 3,17% maior, respectivamente, na dieta de alto CNF em relação à dieta de baixo 

CNF. 
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5 CONCLUSÕES 

 

As técnicas de produção de gás automática e semiautomática, estimaram de modo 

semelhante os parâmetros cinéticos e os perfis de produção de gás total, demonstrando o 

potencial das diferentes técnicas para avaliação do valor nutricional de dietas com diferentes 

proporções de carboidratos não fibrosos. 
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CAPÍTULO III 

______________________________________________________________________ 

Cinética de produção de gás e degradabilidade in vitro de dietas contendo extrato 

vegetal da Catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz) 
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RESUMO 

 

O objetivo com o presente estudo foi avaliar o efeito da inclusão de extrato vegetal de 

Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz sobre a cinética de produção de gases e a 

degradabilidade de dietas com diferentes proporções de carboidratos não fibrosos (CNF). O 

delineamento experimental foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 × 2, com quatro 

níveis de inclusão de extrato [0, 3, 6, 9% da matéria seca (MS)] e duas dietas (baixo CNF e alto 

CNF), e três repetições, sendo os blocos representados por dois ensaios. Na dieta de alto CNF, 

a degradabilidade da proteína bruta foi reduzida linearmente com o aumento dos níveis de 

extrato de P. pyramidalis, tanto às 24 horas (P = 0,0009) quanto às 48 horas (P = 0,0036) de 

incubação. Houve efeito quadrático (P = 0,0009) do extrato de P. pyramidalis sobre a 

degradabilidade da fibra em detergente neutro, com ponto de máximo estimado em 609,7 g/kg 

de MS para o nível de 2,16%. Houve redução linear do pH (P = 0,0001), N-NH3 (P = 0,0002), 

proporção molar de acetato (P = 0,0363) e da relação acetato: propionato (P = 0,0118) com o 

aumento dos níveis de extrato. A dieta com baixo CNF resultou em maior valor de pH (6,44 vs 

6,28), N-NH3 (20,13 vs 17,49 mg/dL), AGCC (31,87 vs 23,64 mmol/L) e proporção molar de 

acetato (63,98 vs 58,09 mol/100 mol) comparado à dieta de alto CNF. A adição de extrato de 

P. pyramidalis aumentou de forma linear (P = 0,0419) a produção de gás média (ml/g MO). A 

dieta de alto CNF resultou em maior volume (ml/g MS) e maiores taxas de produção de gás (P 

< 0,0001) e maior lag time (P = 0,0290) comparado à dieta de baixo CNF. A inclusão de extrato 

de P. pyramidalis em ambas dietas avaliadas modificou o padrão de fermentação ruminal, 

favorecendo a produção de propionato e reduzindo o acetato. O efeito do extrato sobre a 

degradabilidade da proteína bruta foi mais acentuado na dieta com alto CNF, observando-se 

uma redução da degradabilidade de proteína bruta com o aumento dos níveis de P. pyramidalis. 

A degradabilidade da fibra em detergente neutro foi favorecida até o nível de 2,16% de extrato, 

a partir desse nível reduziu. 

 

Palavras – chave: Ácidos graxos de cadeia curta. Amônia. Extratos de plantas. Fermentação 

ruminal. Poincianella pyramidalis (Tul.) 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the effect of including Poincianella pyramidalis (Tul.) L. 

P. Queiroz extract on gas production kinetics and the degradability of diets with different 

proportions of non-fibrous carbohydrates (NFC). A randomized block design in a 4 × 2 factorial 

arrangement was adopted, with four levels of extract inclusion [0, 3, 6, 9% of dry matter (DM)], 

two diets (low NFC and high NFC), and three replicates. The blocks represented two in vitro 

runs. In the high NFC diet, protein degradability was linearly reduced with increase of P. 

pyramidalis extract levels, both at 24 hours (P = 0.0009) and 48 hours (P = 0.0036) of 

incubation. There was a quadratic effect (P = 0.0009) of P. pyramidalis extract on the fiber in 

neutral detergent degradability, with a maximum point estimated at 609.7 g/kg DM for the level 

of 2.16%. There was a linear reduction in pH (P = 0.0001), N-NH3 (P = 0.0002), acetate molar 

proportion (P = 0.0363) and the acetate: propionate ratio (P = 0.0118) with increase of extract 

levels. The low NFC diet resulted in a higher pH value (6.44 vs 6.28), N-NH3 (20.13 vs 17.49 

mg / dL), AGCC (31.87 vs 23.64 mmol/L) and molar proportion of acetate (63.98 vs 58.09 

mol/100 mol) compared to the high NFC diet. The addition of P. pyramidalis extract increased 

linearly (P = 0.0419) the average gas production (ml/g OM). The high NFC diet resulted in 

greater volume (ml/g DM) and higher gas production rates (P < 0.0001) and greater lag time (P 

= 0.0290) compared to the low NFC diet. The inclusion of P. pyramidalis extract in both diets 

modified the rumen fermentation pattern, favoring the production of propionate and reducing 

acetate. The effect of the extract on the degradability of crude protein was more impressive in 

the high NFC diet, with a reduction of crude protein degradability with increasing levels of P. 

pyramidalis. The neutral detergent fiber degradability was favored up to the level of 2.16% of 

extract and, from that level decreased. 

 

Key words: Ammonia. Plant extracts. Poincianella pyramidalis. Ruminal fermentation. Short-

chain fatty acids 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, com a proibição do uso de aditivos químicos na alimentação animal, 

a exemplo dos antibióticos, tem se tornado cada vez mais comum, a busca por alternativas 

naturais que exerçam influência sobre os produtos da fermentação ruminal, e ao mesmo tempo, 

possam amenizar os problemas ambientais. Isso se deve, em parte, à tentativa de reduzir o risco 

de aparecimento de resíduos químicos em produtos de origem animal e o desenvolvimento de 

bactérias resistentes a essas substâncias, além da pressão exercida sobre a pecuária para 

diminuir a emissão de gases contribuintes do aquecimento global, como os produzidos a partir 

da fermentação entérica dos ruminantes. 

Nesse sentido, plantas ou extratos de plantas contendo metabólitos secundários (MSP), 

que são moléculas biologicamente ativas, não envolvidas em processos bioquímicos primários 

(Bodas et al., 2012), mas que são essenciais à sobrevivência das plantas, têm sido largamente 

explorados na produção de ruminantes por contribuir com redução da metanogênese, além de 

diminuir a degradação da proteína ruminal, aumentando assim, a produção de proteína 

microbiana e o fluxo de proteína para o duodeno (Wallace, 2004). 

A “Caatinga”, pastagem natural da região Nordeste, possui uma grande diversidade de 

espécies forrageiras em seus três estratos, herbáceo, arbustivo e arbóreo. Em virtude da grande 

diversidade de espécies forrageiras disponíveis, a vegetação da Caatinga participa 

significativamente da composição da dieta de ruminantes, principalmente, caprinos e ovinos.  

Nesse Domínio fitogeográfico, a Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz, 

conhecida popularmente como “Catingueira” ou “pau de rato” está presente de forma bem 

representativa (Lewis, 1998). Pertencente à família Fabaceae, as cascas e folhas de P. 

pyramidalis são amplamente utilizadas na medicina popular, principalmente no tratamento de 

febre e distúrbios estomacais e também são usadas como diurético pelos habitantes locais 

(Gomes-Copeland et al., 2018). Além disso, essa espécie é utilizada como fonte de madeira 

(Paula e Alves, 2007) e também como uma importante fonte de forragem para ruminantes 

(Queiroz, 2009). 

Quando utilizada como forragem, o consumo de P. pyramidalis é reduzido no início de 

sua fase vegetativa. No entanto, após sua senescência, as folhas são rapidamente consumidas 

pelos ruminantes (Araújo Filho e Carvalho, 1998). Esse consumo reduzido na fase vegetativa 

se dá em função da menor palatabilidade das folhas, causadas pela presença de compostos 

fenólicos, principalmente taninos (Fonteles, 2016). Além da presença de taninos, estudos sobre 
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sua composição química indicaram a presença de flavonoides, biflavonóides, triterpenos e 

fenilpropanóides nas folhas, cascas e raízes (Bahia et al., 2005; Oliveira et al., 2016). 

Diante destas informações, objetivou-se avaliar o efeito do extrato vegetal da 

catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz), sobre a cinética de produção de gás 

e degradabilidade in vitro e produção de ácidos graxos de cadeia curta em dietas com diferentes 

relações volumoso: concentrado. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido na unidade de Produção de Gás do Laboratório de 

Análises de Alimentos e Nutrição Animal - LAANA, pertencente ao Centro de Ciências 

Agrárias – CCA, da Universidade Federal da Paraíba - UFPB, Areia-PB. 

O estudo foi realizado de acordo com os critérios relativos aos cuidados com animais 

experimentais, sendo o uso de animais fistulados no rúmen submetido ao comitê de ética e bem-

estar animal da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) (CEUA nº 9866190719). 

 

2.1 COLHEITA DAS PLANTAS 

Para realização do estudo, foram coletados folhas completamente expandidas e ramos 

com até 3 mm de espessura de catingueira (Poincianella pyramidalis Tul. L. P. Queiroz), em 

uma área de Caatinga no município de Pesqueira – PE. A espécie coletada foi identificada e 

depositada no herbário Jaime Coelho de Morais. 

A colheita do material vegetal foi realizada durante os horários de 08:00 às 10:00 horas 

e das 15:00 às 17:00 horas. Imediatamente após a colheita, as folhas foram transportadas para 

o LAANA/CCA/UFPB, onde realizou-se o procedimento de secagem do material vegetal. A 

secagem foi feita em estufa de circulação de ar (± 40 °C), sendo em seguida moídas em moinho 

de facas tipo Willey (Modelo MA 580, Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil), usando peneiras com 

crivo de 5 mm para posterior obtenção do extrato vegetal e determinação dos compostos 

secundários. 

 

2.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO 

A preparação do extrato etanólico de P. pyramidalis se deu no Laboratório de 

Fitoquímica do Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos pertencente a Universidade 

Federal da Paraíba (IPeFarM / UFPB – João Pessoa/PB – Brasil), sendo obtido através de 

processo de maceração exaustiva, onde cada extração teve uma duração de 72 horas. Após o 

extrato ser obtido, este foi concentrado em rotaevaporador sendo realizada, posteriormente, a 

análise de screening fitoquímico (Tabela 1) de acordo com metodologia proposta por Matos et 

al. (1997) e Souza e Silva (2006). O princípio dos testes se baseia na observação visual da 

alteração de cor ou formação de precipitado após a adição de reagentes específicos. 
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Tabela 1 – Screening fitoquímico do extrato etanólico e quantificação dos compostos 

secundários de Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz 

Alcaloides 4Est 
Taninos Flavonoides 9Sap 1Bou Mayer 2Dra 3AST 5Gel 6FeCl+3 7Mag 8Fluo 

- - - - ++ ++ + ++ +++ ++ 

          

Metabólito Secundário Concentração 

Fenóis totais 227,38 mg*EAT/g de extrato seco 

Taninos totais 136 mg *EAT/g extrato seco 

Flavonoides totais 130 mg **ER/g de extrato seco 
1Bouchardat, 2Dragendorff, 3Ácido Sílico-Tungstíco, 4Esteróides, 5Gelatina à 0,5%, 6Cloreto férrico a 2%, 7Fita de 

Magnésio, 8Fluorescência, 9Saponinas; *Equivalente ácido tânico, **Equivalente rutina; Ausência (-); Presença 

fraca (+); Presença média (++); Presença forte (+++) 

 

2.3 QUANTIFICAÇÃO DOS COMPOSTOS SECUNDÁRIOS 

A quantificação dos principais compostos secundários dos extratos de P. pyramidalis 

foi realizada no Laboratório de Análises de Alimentos e Nutrição Animal da Universidade 

Federal da Paraíba (LAANA/UFPB/CCA – Areia/PB - Brasil). Foram quantificados os 

compostos fenólicos totais, taninos totais e flavonoides totais, utilizando um espectrofotômetro 

UV-Vis (Libra S12, biochrom) (Tabela 1). 

 

2.3.1 Polifenóis totais 

Foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, de acordo com Singleton e Rossi 

(1965). Assim, adicionou-se 500 µl de reagente Folin em 100 µl de extrato etanólico bruto, 

seguido de incubação em temperatura ambiente durante 2 min. Em seguida, foi adicionado à 

mistura, 400 µl de carbonato de sódio a 7,5%, sendo a mistura, incubada em banho-maria a 50 

ºC durante 15 min e logo em seguida, resfriada em água gelada. As leituras foram realizadas 

em comprimento de onda de 760 nm. A curva de calibração foi obtida com soluções de ácido 

tânico, sendo o resultado final expresso em mg de equivalente ácido tânico por g de amostra 

(Fernandes et al., 2016). 

 

2.3.2 Taninos totais 

A concentração de taninos totais foi estimada usando o método Folin-Ciocalteau. A 

mistura, 1 ml de extrato de P. pyramidalis e 1 ml de reagente folin, foi incubada em temperatura 

ambiente durante três min. Em seguida, adicionou-se 1 ml de carbonato de sódio a 8%, seguido 

por homogeneização e repouso por duas horas. A leitura das absorbâncias foi realizada em 

comprimento de onda de 725 nm. A curva de calibração foi obtida com solução de ácido tânico 

(AT), e o resultado expresso em mg de equivalente AT / g de amostra (Pansera et al., 2003). 
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2.3.3 Flavonoides totais 

Os flavonoides totais foram quantificados misturando-se 500 µl de extrato e 500 µl de 

cloreto de alumínio a 2%. Em seguida, os tubos foram homogeneizados e incubados em 

temperatura ambiente, protegidos da luz, durante 40 min. As leituras das absorbâncias foram 

realizadas em comprimento de onda de 425 nm. A curva de calibração foi obtida com soluções 

de rutina, e o resultado final expresso em mg de equivalente rutina por g de amostra (Miliauskas 

et al., 2004; Marques et al., 2012). 

 

2.4 DIETAS EXPERIMENTAIS 

Os ingredientes utilizados para confecção das dietas experimentais foram feno de tifton, 

milho moído e farelo de soja. Todos os ingredientes foram moídos em moinho de facas tipo 

Willey (Modelo MA580, Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil), utilizando peneiras de crivo de 1,0 

mm. A composição química dos alimentos e das dietas experimentais foi determinada de acordo 

com a AOAC (2005) (Tabela 2). Foram realizadas análises de matéria seca (MS) (método 

934.01), matéria mineral (MM) (método 942.05), proteína bruta (PB) (método 954.01) e extrato 

etéreo (EE) (método 920.39). A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido 

(FDA) foram determinadas pelo método de Van Soest et al. (1991), utilizando analisador de 

fibra da ANKOM (ANKOM200 Fibre Analyzer – ANKOM Tecnology Corporation, Fairport, 

NY, EUA). Os carboidratos totais (CT) foram estimados por meio da equação proposta por 

Sniffen et al. (1992), CT = 100 – (%PB + %EE + %MM) e os carboidratos não-fibrosos (CNF) 

segundo Van Soest et al. (1991), CNF = 100 – (%PB+ %EE + %MM + %FDN). 

 

Tabela 2 – Composição química dos ingredientes e das rações experimentais 

Ingredientes 
Composição química (g/kg MS) 

MS1 MM2 PB3 EE4 FDN5 FDA6 CT7 CNF8 

Feno de tifton 926,0 98,5 97,2 17,6 781,0 428,5 786,7 5,7 

Milho moído 883,9 22,3 103,0 43,3 176,6 44,9 831,4 654,8 

Farelo de soja 893,9 63,7 480,9 13,5 153,3 86,9 441,9 288,6 

Dietas experimentais         

Dieta Baixo CNF 910,7 75,3 160,7 25,5 580,4 304,8 812,5 158,1 

Dieta Alto CNF 899,0 52,0 158,8 34,9 387,6 180,7 845,2 366,7 

 Proporção dos ingredientes da dieta (g/kg MS) 

 Feno de tifton Milho moído Farelo de Soja 

Dieta Baixo CNF 608,0 230,0 162,0 

Dieta Alto CNF 307,0 540,0 152,0 
1Matéria Seca, 2Matéria Mineral, 3Proteína Bruta, 4Extrato Etéreo, 5Fibra em Detergente Neutro, 6Fibra em 

Detergente Ácido, 7Carboidratos Totais, 8Carboidratos Não Fibrosos. 
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2.5 DEGRADAÇÃO E CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE GÁS IN VITRO 

2.5.1 Animais doadores 

Dois ovinos Santa Inês (40 ± 3 kg de peso vivo), com fístula ruminal, foram usados 

como doadores do líquido ruminal utilizado como inoculante nos ensaios. Os animais foram 

alimentados, durante 15 dias antes do início do experimento, com uma dieta à base de capim-

elefante e suplementados diariamente com 0,4 kg de concentrado, composto por milho moído, 

farelo de soja e suplemento mineral. Os animais tiveram livre acesso a água de bebida. 

 

2.5.2 Preparação do inóculo microbiano 

O líquido ruminal foi coletado duas horas após a alimentação matinal. Após coletado, 

este foi filtrado através de quatro camadas de gaze, armazenado em garrafas térmicas 

previamente aquecidas a 39 ºC e imediatamente levadas ao laboratório. O líquido coletado dos 

dois animais doadores foi misturado em proporções iguais, sendo continuamente purgados com 

CO2, para garantir as condições de anaerobiose. 

 

2.5.3 Preparo do meio de incubação 

O meio de incubação foi preparado conforme descrito por Theodorou et al. (1994). 

Assim, este foi preparado pela mistura de 500 ml de água destilada, 200 ml da solução tampão, 

200 ml da solução de macrominerais, 60 ml do agente redutor e 0,1 ml da solução de 

microminerais. Não foi adicionado o indicador “resazurina” na solução redutora. Uma corrente 

de dióxido de carbono (CO2) foi borbulhada no meio por pelo menos três horas antes do uso, 

até que o pH estivesse estabilizado entre 6,8 e 6,9. Os reagentes utilizados para o preparo do 

meio e suas proporções são apresentados na tabela 3. 

 

2.5.4 Níveis testados e diluição do extrato 

Para formação dos níveis 0, 3, 6 e 9% de extrato / g de substrato, foram pesados 0, 0,032, 

0,064 e 0,096 g de extrato seco de P. pyramidalis. Cada dose de extrato pesada foi diluída em 

3 ml de Dimetilsulfóxido (DMSO). No tratamento com 0% de extrato (controle), foi utilizado 

apenas os DMSO puro (3 ml). 
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Tabela 3 – Composição das soluções usadas para preparar o meio de incubação, conforme 

descrito por Theodorou et al. (1994). 

Solução  

Buffer (g/l) 

NH4HCO3 4,0 

NaHCO3 35,0 

  

Macrominerais (g/l) 

Na2HPO4.12H2O 9,45 

KH2PO4 6,2 

MgSO4.7H2O 0,6 

  

Microminerais (g/100 ml) 

CaCl2.2H2O 13,2 

MnCl2.4H2O 10,0 

CoCl2.6H2O 1,0 

FeCl2.6H2O 8,0 

  

Agente redutor  

Cisteína HCL.1H2O 0,625 g 

Na2S.7H2O 0,625 g 

1M NaOH 4 ml 

Água destilada 95 ml 

 

2.5.5 Preparo dos frascos de incubação 

Os ingredientes das rações testadas foram moídos (gramatura = 1 mm) e pesados 

separadamente em sacos de náilon (5 x 10 cm), com tamanho de poro de 50 µm, (1g de 

ração/saco), que foram colocados em frascos de vidro de 160 ml. Foi adicionado em cada frasco 

87 ml do meio de incubação (Theodorou et al., 1994) e três ml do extrato da P. pyramidalis 

diluído (diferentes níveis), totalizando 90 ml. Posteriormente o meio de incubação foi 

borbulhado com CO2 por 20 segundos, sendo os frascos em seguida, selados com tampa de 

borracha e colocados em caixas de madeira. Para evitar qualquer tipo de fermentação, os frascos 

foram colocados em geladeira e mantidos sob refrigeração a 4 ºC durante a noite (Fig. 1A). 

Cinco horas antes do início do ensaio, as caixas com os frascos de incubação foram 

transferidas para a estufa de produção de gás (Fig. 1B), mantidas à temperatura de 39ºC, para 

garantir que o meio de incubação estivesse na mesma temperatura (39ºC) no momento da 

inoculação do líquido ruminal. 
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Figura 1 – (A) Frascos de incubação mantidos sob refrigeração (4 ºC); (B) Caixas com frascos 

de incubação na estufa de produção de gás (39 ºC). 

 

No laboratório, o líquido ruminal foi mantido sob injeção contínua de CO2 e em banho-

maria, a 39 ºC. O líquido ruminal (10 ml) foi injetado nos frascos de incubação através da rolha 

de borracha, utilizando uma seringa de 20 ml com uma agulha hipodérmica de 18G x 1½ (40mm 

x 1,20mm) (Lagrange et al., 2019), proporção de 9:1 (v:v) meio tampão: líquido ruminal. Após 

a injeção do inóculo nos frascos, a agulha foi mantida fixada na tampa por alguns segundos, 

para que eventuais gases injetados ou mesmo formados dentro dos frascos fossem eliminados 

(pressão zero). Em seguida, os frascos foram manualmente agitados e colocados em estufa a 39 

ºC (tempo zero). 

 

2.5.6 Cinética de produção de gás e degradabilidade dos nutrientes 

A cinética de produção de gás foi avaliada através da técnica de produção de gás 

semiautomática proposta por Mauricio et al. (1999) e modificada por Menezes et al. (2015). A 

pressão nos frascos foi medida por um indicador de pressão (DPI 705, Druck Ltd., General 

Electrics®; Leicester, UK), inserindo através das tampas dos frascos uma agulha de 21G x 1” 

(0,80 x 25 mm) que foi presa ao transdutor de pressão. As leituras de pressão (em psi) foram 

tomadas em uma frequência maior durante o período inicial da fermentação. A produção de gás 

foi registrada nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 20, 24, 28, 34, 48, 72 e 96 horas. A agulha 

acoplada ao transdutor de pressão foi inserida através da tampa de borracha e a pressão medida 

nos tempos citados. O transdutor foi, então, removido e a agulha mantida inserida à tampa por 

alguns segundos, para completa estabilização entre pressão interna e externa. O processo foi 

repetido em todos os frascos de cada bandeja (26 frascos por bandeja), que foram agitados 

manualmente e recolocadas na estufa. Os dados foram transformados em volume pela equação: 

V = (4,4392 x p) + 0,8943. 

A B 



88 

 

 

Ao final de cada período pré-determinado da fermentação (2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 

horas), os frascos foram removidos da estufa, sendo em seguida realizada a leitura do pH do 

meio. Posteriormente, os mesmos foram levados para geladeira (4 ºC), para interrupção da 

fermentação.  

A produção cumulativa de gás foi analisada pelo modelo logístico bicompartimental 

(Schofield et al., 1994): 

𝑉𝑡 =  
𝑉𝑓1

1 + 𝑒2−4𝑚1(𝑇−𝐿)
+  

𝑉𝑓2

1 + 𝑒2−4𝑚2(𝑇−𝐿)
 

Onde: Vt – volume máximo total de produção de gás, Vf1 – volume máximo de gás para a fração 

de rápida degradação (carboidratos não fibrosos – CNF), Vf2 – volume máximo de gás para a 

fração de degradação lenta (carboidratos fibrosos – CF), m1 – taxa de produção de gás para a 

fração de rápida degradação, m2 – taxa de produção de gás para a fração de degradação lenta, L 

– tempo de colonização (fase lag) e T – tempo de fermentação. 

A degradabilidade da matéria seca das rações foi determinada pela remoção dos sacos 

de náilon (Menezes et al., 2015) às 24 e 48 horas de incubação. A remoção se deu após a 

refrigeração dos frascos para interromper a fermentação microbiana, sendo posteriormente 

lavados em água corrente e pesados após secagem por 12 horas em estufa de 65 ºC e duas horas 

em estufa de 105 ºC. A degradabilidade foi calculada pela diferença de pesagem do saco com 

amostra antes e após a incubação. Foi determinada a degradabilidade da matéria seca, matéria 

orgânica, proteína bruta e fibra em detergente neutro (FDN). 

 

2.6 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DA FERMENTAÇÃO RUMINAL 

A avaliação dos parâmetros de fermentação ruminal foi feita a partir do líquido de 

incubação coletado nos frascos de fermentação. O líquido foi então homogeneizado e o pH 

mensurado através de leitura direta potenciômetro digital portátil (K39-0014PA – KASVI). 

Posteriormente, uma alíquota de 20 ml do líquido foi acondicionada em frascos contendo 2 ml 

de ácido metafosfórico (20%) e armazenados a -20 ºC, para posterior determinação dos ácidos 

graxos de cadeia curta (AGCC); em outro frasco foram armazenados cerca de 40 ml de líquido 

sem ácido para mensuração do nitrogênio amoniacal (N-NH3). Este foi determinado conforme 

técnica descrita por Detmann et al. (2012) (INCT - CA N-007/1) onde, no momento da análise, 

as amostras foram descongeladas, acrescidas de ácido tricloroacético e centrifugadas a 3000 

rpm por 10 minutos. 
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A análise de AGCC foi feita através da técnica de cromatografia gasosa, utilizando um 

cromatógrafo a gás, modelo GC – Master. Assim, as amostras colhidas após 24 horas de 

incubação, foram descongeladas em temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugadas a 

3000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante armazenados em ependorfs. Para obtenção da 

curva de calibração dos AGCC, foram preparados padrões individuais na concentração de 0,5% 

para ácidos acético, propiônico e butírico, sendo posteriormente injetados no equipamento. O 

tempo de leitura de cada amostra durou cerca de quatro minutos. Após a leitura das amostras, 

os gráficos foram interpretados através de software Peaksimple, gerando as proporções de cada 

ácido graxo analisado. 

 

2.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 

x 2 (quatro níveis de extrato e duas dietas experimentais). Foram utilizadas duas dietas 

experimentais com diferentes relações volumoso: concentrado (60:40 e 30:70) e quatro níveis 

de extrato vegetal de catingueira (0, 3, 6 e 9% de extrato em relação ao substrato), conforme 

modelo geral: 

Yijkl = µ + Ei + Dj + EDij + Bk + eijkl 

Onde, Yijkl = valor observado; µ = média geral do experimento; Ei = efeito fixo da dose de 

extrato (i = 0, 3, 6 e 9%); Dj = Efeito fixo da dieta (j = dieta 1 e 2); EDij =efeito da interação 

“extrato × dieta”; Bk =efeito fixo do bloco (k = ensaio 1 e 2); eijkl = erro experimental aleatório. 

Foram realizados dois ensaios com duração de 96 horas cada, em diferentes semanas, 

considerados como blocos. Em cada ensaio, foram utilizados sete caixas. Cada caixa continha 

26 frascos, sendo oito tratamentos, com três repetições e dois frascos contendo apenas a mistura 

de tampão e fluido ruminal, que foram incluídos como brancos, para ajuste da produção de gás. 

Os parâmetros cinéticos da produção de gás e o ajuste das curvas foram estimados 

utilizando o procedimento para modelos não lineares (PROC NLIN) do software estatístico 

SAS University (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Os dados foram submetidos à análise de 

variância pelo procedimento PROC MIXED do SAS e a comparação entre as médias, para as 

dietas e interação “dieta × extrato”, foi obtida aplicando-se o teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Para os níveis do extrato foi feita análise de variância pelo procedimento do 

modelo linear generalizado (PROC MIXED), e posteriormente, foi aplicada a análise de 

regressão pelo procedimento PROC REG do SAS. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 DEGRADABILIDADE DOS NUTRIENTES 

A degradabilidade da matéria seca e matéria orgânica, às 24 e 48 horas de incubação, 

não foi afetada pela adição de extrato de P. pyramidalis (P > 0,05). A degradabilidade dos 

nutrientes foi maior na dieta de alto CNF em comparação à de baixo CNF, exceto para a 

degradabilidade da fibra em detergente neutro às 48 horas de incubação, que apresentou valor 

médio de 586,05 g/kg MS (P = 0,1563) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Degradabilidade da matéria seca, matéria orgânica, proteína bruta e da fibra em 

detergente neutro em função dos níveis de extrato de P. pyramidalis e das dietas 

com diferentes relações volumoso: concentrado. 

Fonte 

DMS1 DMO2 DPB3 DFDN4 

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

g/kg de MS 

Extrato         

Cont. 649,6 769,2 639,6 763,5 749,2 895,4 425,7 598,1 

3% 647,5 764,4 635,3 760,3 713,3 882,5 427,7 623,5 

6% 640,1 755,7 627,0 752,2 711,7 880,8 407,4 574,0 

9% 620,5 741,9 604,7 737,8 692,9 871,8 402,0 548,4 

P - valor         

L 0,2481 0,2593 0,1930 0,3149 0,0055 0,0234 0,0565 0,0009 

Q 0,6344 0,8011 0,6439 0,7703 0,5207 0,7778 0,7288 0,0403 

Dieta       
 

 

  

BCNF 580,4 698,6 564,0 690,6 686,0 863,4 390,6 578,0 

ACNF 698,4 817,0 689,3 816,2 747,6 901,9 440,8 594,1 

P - valor <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,1563 

E x D         

P - valor 0,8902 0,9625 0,6986 0,7336 0,0009 0,0036 0,0070 0,0868 

EPM 17,860 10,552 17,632 11,483 27,837 12,291 23,171 38,591 
1Degradabilidade da Matéria Seca; 2Degradabilidade da Matéria orgânica; 3Degradabilidade da Proteína bruta; 
4Degradabilidade da fibra em detergente neutro 

BCNF – dieta de baixo CNF; ACNF – dieta de alto CNF; L – linear; Q – quadrático; EPM – erro padrão da média 

 

A adição de extrato de P. pyramidalis resultou num efeito quadrático para a 

degradabilidade da fibra em detergente neutro às 48 horas de incubação, com ponto de máximo 

estimado em 609,7 g/kg de MS para o nível de extrato de 2,16% (Tabela 4; Fig. 2). 
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Figura 2 – Degradabilidade da fibra em detergente neutro às 48 horas (P = 0,0403) em função 

dos níveis de extrato de P. pyramidalis (0, 3, 6 e 9%).  

 

Houve interação “extrato × dieta” para a degradabilidade da proteína às 24 e 48 horas e 

do FDN às 24 horas de incubação. Na dieta de alto CNF, a degradabilidade da proteína reduziu 

linearmente com o aumento dos níveis de extrato de P. pyramidalis, às 24 horas (Fig. 3A) e às 

48 horas (Fig. 3B) de incubação. Por outro lado, na dieta de baixo CNF, o extrato de P. 

pyramidalis afetou de forma quadrática a degradabilidade da proteína bruta às 24 horas de 

incubação, com menor degradabilidade estimada em 670,54 g/kg de MS, para a dose de 4,87% 

de extrato (Fig. 3A). O extrato de P. pyramidalis reduziu linearmente a degradabilidade da fibra 

em detergente neutro da dieta de alto CNF às 24 horas de incubação (Fig. 3C). 
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Figura 3 – Interação “extrato × dieta” para a degradabilidade da proteína bruta às 24 horas (a) 

(P = 0,0009) e 48 horas (b) (P = 0,0036), e da fibra em detergente neutro às 24 horas 

(c) (P = 0,0070); dieta de baixo CNF (−●−) e dieta de alto CNF (--▲--). 

 

3.2 PARÂMETROS RUMINAIS (pH, N-NH3 e AGCC) 

O aumento dos níveis de extrato de P. pyramidalis reduziu linearmente o pH (Fig. 4A), 

a concentração de N-NH3 (Fig. 4B) e a proporção molar de acetato do meio de incubação e, por 

outro lado, aumentou a proporção de propionato. Como consequência, a relação acetato: 

propionato foi reduzida (P = 0,0118), variando de 2,57 para 1,90. Apesar disso, a concentração 

total de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) não foi afetada pela adição de extrato (P > 0,05), 

apresentando valor médio de 27,76 mmol/L (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Parâmetros ruminais in vitro em função dos níveis de extrato de P. pyramidalis e das dietas com diferentes relações volumoso: 

concentrado. 

 Dose de Extrato P - Valor Dieta P - Valor 
EPM 

 0% 3% 6% 9% Linear Quad BCNF ACNF Dieta E x D 

pH 6,43 6,36 6,34 6,30 0,0001 0,5925 6,44 6,28 <0,0001 0,2446 0,0646 

N-NH3 (mg/dL) 20,29 18,94 18,26 17,75 0,0002 0,3836 20,13 17,49 <0,0001 0,1013 1,6030 

AGCC (mmol/L) 33,66 20,90 30,62 25,85 0,5414 0,4352 31,87 23,64 0,0297 0,0648 6,2348 

Proporção molar (mol/100 mol)            
1Acetato 65,20 62,55 58,02 58,37 0,0363 0,5534 63,98 58,09 0,0223 0,6297 4,1660 
2Propionato 25,39 26,46 30,91 30,84 0,0056 0,7035 27,69 29,11 0,39b55 0,7661 3,1555 

Butirato 9,40 10,99 11,07 10,79 0,5496 0,5636 8,33 12,80 0,0026 0,3851 2,0694 
3A:P 2,57 2,46 1,90 1,90 0,0118 0,7816 2,35 2,07 0,2345 0,8035 0,4330 

Dentro das linhas, médias seguidas de letras diferentes são significativamente diferentes (P< 0,05) pelo teste de Tukey. AGCC – Ácidos Graxos de Cadeia Curta; A:P – Relação 

Acetato: propionato; EPM – erro padrão da média; BCNF – dieta de baixo CNF; ACNF – dieta de alto CNF; 
1Eq. y = -0,8339x + 64,789, R2 = 0,873; 2Eq. y = 0,6932x + 25,282, R2 = 0,8619; 3Eq. y = -0,0858x + 2,5925, R2 = 0,8577; 
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Na dieta de alto CNF houve redução do pH, N-NH3, ácidos graxos de cadeia curta do 

meio de incubação e da proporção moçar de acetato, em comparação à de baixo CNF. Em 

contrapartida, houve aumento do butirato (P = 0,0026). A proporção molar de propionato não 

foi afetada pela dieta (P = 0,3955), apresentando valor médio de 28,4 mol/100 mol de AGCC 

(Tabela 5). 

 

 
Figura 4 – Valores médios do pH (A) (P = 0,0001) e do N-NH3 (mg/dL) (B) (P = 0,0002) em 

função dos níveis de extrato de P. pyramidalis (0, 3, 6 e 9%). 

 

Houve interação “extrato × hora” (P = 0,0015) e “dieta x hora” (P < 0,0001) para o pH 

do meio de incubação. A partir de 12 horas de incubação, o pH do meio de incubação do 

tratamento com 9% de extrato foi menor que no tratamento controle. Às 48 e 72 horas de 

incubação, o pH foi menor nos tratamentos com 6 e 9% de extrato em relação ao tratamento 

controle (Fig. 5A). Com relação à interação “dieta × hora”, verificou-se que a partir de 6 horas 

de incubação, o pH do meio de incubação na dieta de alto CNF foi menor comparado à de baixo 

CNF (Fig. 5B). 
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Figura 5 – Interação, “extrato × hora” (A) (P = 0,0015) e “dieta × hora” (B) (P < 0,0001) para 

a variável pH. 
DBCNF – Dieta de baixo CNF; DACNF – Dieta de alto CNF 
Equações Fig. 2A: (0%) → y = 6,6399 – 0,0095x + 0,00006x2 – R2 = 0,9344; (3%) → y = 6,6161 - 0,0133 + 

0,0001x2 – R2 = 0,943; (6%) → y = 6,6001 - 0,0128x + 0,00009x2 – R2 = 0,9701; (9%) → y = 6,5744 - 0,013x + 

0,00008x2 – R2 = 0,9456; Equações Fig. 2B: (DBCNF) → y = 6,6368 - 0,0099x + 0,00007x2 – R2 = 0,9505; 

(DACNF) → y = 6,5785 - 0,0144x + 0,00009x2 – R2 = 0,9596; 

 

3.3 PRODUÇÃO DE GÁS IN VITRO 

Não houve interação “extrato × dieta”, para nenhum dos parâmetros de produção de gás 

avaliados (P > 0,05). O extrato vegetal de P. pyramidalis não influenciou os parâmetros da 

cinética de produção de gás (P > 0,05). Os valores médios da produção de gás potencial a partir 

dos carboidratos não fibrosos - Vf1, fibrosos - Vf2 e totais - Vt, em ml/g MS, foram 101,54, 87,37 

e 188,91, respectivamente. Por sua vez, a taxa de produção de gás média, em ml/g MS/h, foi de 

m1 = 0,0226, m2 = 0,0735 e mt = 0,0961, para os carboidratos não fibrosos, fibrosos e totais, 

respectivamente. A lag time (L) média foi de 4,66 horas. As taxas de produção de gás e a lag 

time foram maiores na dieta de alto CNF comparada à de baixo CNF (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Estimativa dos parâmetros de produção de gás in vitro em função dos níveis de 

extrato de P. pyramidalis e de dietas com diferentes relações volumoso: 

concentrado. 

Fonte 

Parâmetros 

ml/g MS ml/g MS/h h 

Vf1 Vf2 Vt m1 m2 mt L 

Extrato        

Cont. 96,28 85,78 182,05 0,0739 0,0222 0,0961 4,72 

3% 101,15 86,87 188,02 0,0733 0,0229 0,0962 4,73 

6% 103,27 86,47 189,73 0,0744 0,0231 0,0975 4,63 

9% 105,46 90,37 195,83 0,0723 0,0223 0,0946 4,56 

P - valor        

Linear 0,1186 0,4155 0,1777 0,6312 0,8421 0,7508 0,5212 

Quadr 0,7521 0,7041 0,9927 0,6805 0,1864 0,4998 0,8549 

Dieta        

60:40 90,40 75,92 166,32 0,070 0,0210 0,0909 4,59 

30:70 112,68 98,82 211,50 0,077 0,0243 0,1013 4,73 

P - valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0290 

E x D        

P - valor 0,3975 0,1179 0,8721 0,3676 0,4632 0,3975 0,9788 

EPM 6,0393 4,6202 3,7040 0,0035 0,0012 0,0046 0,2177 
Vf1 – produção de gás potencial a partir dos carboidratos não fibrosos; Vf2 – produção de gás potencial a partir dos 

carboidratos fibrosos; Vt – produção de gás potencial a partir dos carboidratos totais; m1 – taxa de produção de gás 

dos carboidratos não fibrosos; m2 – taxa de produção de gás dos carboidratos fibrosos; mt – taxa de produção de 

gás dos carboidratos totais; L – fase lag; EPM – erro padrão da média. 

 

A adição de extrato de P. pyramidalis não afetou a produção cumulativa de gás (ml/g 

MO) (P > 0,05) (Fig. 6A). Entretanto, houve efeito linear crescente (P = 0,0419) para a 

produção de gás média (ml/g MO), em função do aumento do nível de extrato P. pyramidalis 

(Fig. 6B). 

 

 
Figura 6 – Produção cumulativa de gás em ml/g de MO (A) e produção média de gás (ml/g 

MO) (B) (P = 0,0419) em função dos níveis de extrato de P. pyramidalis (0, 3, 6 e 

9%). 
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4 DISCUSSÃO 

 

Os principais desafios dos sistemas de produção de ruminantes, na atualidade, são 

reduzir os custos com alimentação, melhorar a qualidade dos produtos e diminuir o impacto da 

produção no meio ambiente. Assim, a manipulação da fermentação ruminal torna-se um fator 

crucial para otimizar o processo de fermentação, de modo a melhorar a utilização de nutrientes 

e a produtividade dos animais (Galmessa et al., 2018). 

Nesse sentido, o uso de extratos vegetais surge como uma alternativa importante a ser 

utilizada na manipulação da fermentação ruminal. Diversos autores têm estudado a ação desses 

compostos na fermentação ruminal (Busquet et al., 2005; Goel et al., 2008; Spanghero et al., 

2008; Sallam et al., 2009; Wang et al., 2009), entretanto, os efeitos são variados e muitas vezes 

contraditórios, possivelmente devido às diferenças nos extratos vegetais utilizados (Hart et al., 

2008). 

No presente estudo, diferentes níveis (0, 3, 6 e 9%) de extrato vegetal de P. pyramidalis 

foram usados para avaliar seus efeitos sobre os parâmetros da fermentação ruminal in vitro 

utilizando duas dietas como substrato. Verificou-se que a adição de extrato da P. pyramidalis 

reduziu a degradação da PB às 24 e 48 horas de incubação na dieta com alto CNF, em cerca 13 

(Fig. 3-a) e 3,9% (Fig. 3-b), respectivamente (Tabela 4). 

A análise de quantificação dos compostos secundários, demonstrou que o extrato da P. 

pyramidalis possui 227,38 mg e 136 mg de equivalente ácido tânico de fenóis totais e taninos 

totais por grama de extrato seco, respectivamente (Tabela 1). Assim, é possível que tenha 

ocorrido uma complexação da proteína, presente na dieta, com compostos polifenólicos 

presentes no extrato, impedindo a degradação da proteína pelos microrganismos ruminais. Essa 

redução da degradação proteica pode ser benéfica, visto que pode aumentar a eficiência de 

síntese de proteína microbiana (Getachew et al., 2000; Makkar, 2003), diminuindo o fluxo de 

nitrogênio amoniacal para o intestino (Sliwinski et al., 2002), além de favorecer a sincronização 

na liberação dos nutrientes. Contudo, uma incompleta dissociação pós-ruminal de complexos 

tanino-proteína resultará numa diminuição da absorção de aminoácidos no intestino delgado, 

diminuindo a digestibilidade aparente total de N (Komolong et al., 2001). 

Os mecanismos pelos quais esses complexos são formados, não são totalmente 

compreendidos (Mueller-Harvey et al., 2018). Contudo, sabe-se que eles têm relação direta com 

o pH do meio. No rúmen, quando o pH varia de 6,0 – 6,5, a formação de complexos é favorecida 

e, quando atinge o abomaso (pH < 3,5), o complexo se dissocia, permitindo a ação de peptidases 

(Leinmüller et al., 1991). Apesar do extrato ter afetando o pH do meio de incubação, reduzindo 
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de 6,43 no tratamento controle para 6,30 no nível com 9% de extrato, a faixa de pH mantida foi 

favorável para a formação dos complexos citados acima. 

A degradabilidade da fibra em detergente neutro (FDN) na dieta com alto CNF, às 24 

horas de incubação, foi reduzida em 5,3% com a adição do extrato de P. pyramidalis. Assim 

como ocorre com a proteína, alguns compostos secundários, principalmente taninos, tendem a 

reduzir a degradabilidade da fibra por meio da ligação de enzimas bacterianas e da formação 

de complexos indigestíveis com carboidratos, tornando esses nutrientes inacessíveis aos 

microrganismos (Schofield et al., 2001). Além disso, a diminuição da degradabilidade da fibra 

pode ser devido à inibição direta de protozoários, bactérias e fungos ruminais provocada pela 

presença dos compostos secundários (Patra e Saxena, 2009). A adição de 60 e 90 mg/kg de MS 

ingerida por ovinos, de extrato de Quillaja saponária, reduziu a digestibilidade do FDN em 

10,7 e 9,6%, respectivamente (Nasri et al., 2011). Por outro lado, a digestibilidade do FDN foi 

melhorada em 37,5% quando foi adicionado folhas Acacia karroo, rica em taninos 

condensados, na dieta de caprinos (Brown et al., 2018). 

A maior degradabilidade dos nutrientes na dieta com alto CNF já era esperado, uma vez 

que esta dieta apresentou 2,3 vezes mais CNF (Tabela 2), que são de rápida degradação e, 

consequentemente, menores teores de FDN, comparado à dieta de baixo CNF. Além de 

diminuir a degradabilidade da matéria orgânica, dietas com alto teor de FDN, de baixa 

degradabilidade, pode também diminuir a disponibilidade de N, aprisionando uma proporção 

considerável de proteínas na matriz da fibra (Tiemann et al., 2008). Contudo, não foi observado 

diferença significativa (P = 0,1563) para a degradabilidade do FDN, às 48 horas de incubação, 

apresentando valor médio de 586,05 g/kg de MS. É possível que o baixo pH às 48 horas de 

incubação tenha reduzido, em parte, a ação de microrganismos celulolíticos, visto que de acordo 

com Van Soest (1994), valores de pH inferiores a 6,2 não só reduz a taxa de digestão como 

também aumentam o tempo de colonização para a degradação da parede celular. 

Adição de extrato de P. pyramidalis reduziu, em até 12,52%, a concentração de N-NH3 

no líquido ruminal, variando de 20,29 para 17,75 mg/dL. Esta diminuição pode ser uma 

consequência da diminuição da degradação da proteína alimentar observada nesse estudo 

(Tabela 5; Fig. 4-b), resultado da formação de complexos reversíveis com proteínas e / ou 

inibição da atividade enzimática da protease no rúmen (Patra e Saxena, 2011). Avaliando o 

efeito de extratos de diferentes plantas sobre a eficiência de utilização de energia e proteína em 

dietas de ruminantes, Alexander et al. (2008) observaram uma redução de 28% na 

degradabilidade da PB e de 35% na concentração do N-NH3, quando avaliou o extrato aquoso 

de Picrorhiza kurroa. 
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Acredita-se que dois mecanismos distintos sejam responsáveis pelo comprometimento 

do metabolismo de proteínas no rúmen (Newbold et al., 2004), nos quais o primeiro é a redução 

da degradação de proteínas em peptídeos (Busquet et al., 2005), e o segundo mecanismo seria 

a inibição específica de bactérias produtoras de “hiper amônia”, como Clostridium sticklandii, 

Peptostreptococcus anaerobius e fungos anaeróbicos (McIntosh et al., 2003). Os valores de N-

NH3, observados neste estudo, mostraram que as condições foram favoráveis para a máxima 

produção de proteína microbiana, haja vista que de acordo com Leng (1990), concentrações em 

torno de 10 mg/dL são considerados níveis ótimos de N-NH3 ruminal. 

Conforme observado na tabela 5, a concentração de N-NH3 foi menor (P < 0,0001) na 

dieta com alto CNF (17,49 mg/dL) em comparação à de baixo CNF (20,13 mg/dL). Assim, pelo 

fato de apresentar uma maior quantidade de CNF, pode ter havido uma melhor sincronia entre 

a fermentação dos carboidratos e proteínas da dieta, havendo, portanto, uma maior utilização 

do N-NH3 para síntese de proteína microbiana, visto que segundo Nocek e Russell, (1988), a 

concentração de amônia no rúmen é dependente da degradabilidade da fonte proteica, da 

disponibilidade de carboidratos e do equilíbrio entre sua produção e utilização pela microbiota. 

Visando estimar a degradabilidade de proteínas, Raab et al. (1983) mediram a concentração de 

amônia e a produção de gás às 24 horas, em rações incubadas com diferentes concentrações de 

carboidratos. Os autores observaram uma redução na concentração de amônia com o aumento 

da produção de gás, reflexo de um aumento na captação de NH3 com maiores concentrações de 

substrato fermentável. 

A adição de extrato de P. pyramidalis provocou uma mudança nos padrões de produção 

de AGCC, ocorrendo uma redução na proporção molar de acetato na ordem de 10,5% e um 

aumento mais acentuado na concentração de propionato, cerca de 21,5%, quando a maior dose 

de extrato foi utilizada. Essas alterações nas proporções de AGCC podem ser devidas à ação 

inibitória dos compostos fenólicos do extrato sobre as bactérias ruminais gram-positivas 

produtoras de acetato (Demirtas, Özturk e Piskin, 2018). Mirzoeva et al. (1997) observaram 

que os flavonoides e os ácidos fenólicos reduziram em cerca de 50% o crescimento de bactérias 

gram-positivas. Da mesma forma, Kim et al. (2015) verificaram que extratos vegetais ricos em 

flavonoides reduziram o número de populações de bactérias ciliadas e gram-positivas, como 

Ruminoccocus albus e R. flavefaciens. 

Com relação à dieta, era esperado, após 24 horas de incubação, que a dieta com maior 

concentração de CNF resultasse em uma maior proporção de propionato no meio de incubação, 

com uma consequente redução na relação A:P, entretanto isso não foi observado. Contudo, a 

dieta com alto CNF resultou num aumento de 53% na proporção molar de butirato em 
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comparação à de baixo CNF. Segundo Brossard et al. (2004), dietas concentradas, 

especialmente as ricas em carboidratos solúveis em água, podem promover o desenvolvimento 

de protozoários que induzem o aumento do butirato em vez de propionato. 

Nesse estudo, os dados de produção de gás foram ajustados usando o modelo logístico 

bicompartimental de Schofield et al. (1994), sendo gerados os parâmetros de produção de gás 

e suas respectivas taxas de produção de gás. Conforme observado na figura 5-a, o modelo 

ajustou-se bem aos diferentes perfis de produção de gás. Assim, observa-se que as curvas de 

produção de gás apresentaram um padrão sigmoide, formado por uma fase lag inicial (L), 

seguido de um aumento exponencial na produção de gás, até atingir a fase assintótica. Do ponto 

de vista da avaliação nutricional de dietas, esse modelo apresenta características mais 

relevantes, comparado a outros modelos, visto que divide a produção de gás de acordo com as 

taxas de digestão rápida e lenta dos carboidratos (Peripolli et al., 2014). 

Com a redução da degradabilidade da proteína bruta e principalmente do FDN, 

esperava-se uma redução na produção total de gás em função do aumento dos níveis de extrato 

de P. pyramidalis, entretanto, verificou-se um aumento de 12,8% na produção média de gás, 

variando de 196,7 a 221,9 ml/g de MO (Fig. 5-b). Assim, é possível que esse aumento seja 

resultado de uma maior fermentação de carboidratos não fibrosos. Sarnataro e Spanghero 

(2020) atribuiu a diminuição na concentração da amônia ruminal, provocada pela adição de 

taninos de castanha, ao aumento de bactérias não-celulolíticas, como P. ruminicola e S. 

ruminantium, conhecidas por usar amônia para síntese de aminoácidos. 

O potencial máximo de produção de gás (Vt) médio foi de 188,94 ml/g MS (P > 0,05). 

Sendo que destes, 100,87 ml/g MS é resultado da fermentação dos carboidratos não fibrosos 

(Vf1) e o restante (88,07 g/kg MS) é produzido a partir da fermentação dos carboidratos fibrosos 

(Vf2). Avaliando o efeito de extrato de L. leucocephala e S. babilônica, ricos em compostos 

fenólicos e saponinas, sobre a cinética de produção de gás, Jiménez-Peralta et al. (2011) 

observaram um aumento de 47 e 68,7%, respectivamente, na produção de gás quando foi 

adicionado 1,8 ml de extrato / g de MS. Os autores atribuíram esse aumento à melhoria no 

padrão de fermentação das dietas e, em parte, à habilidade que os microrganismos ruminais tem 

de degradar esses compostos e utilizá-los como fonte de energia. 

A maior parte do gás produzido no rúmen é resultado da fermentação de carboidratos a 

ácidos graxos de cadeia curta, sendo a fermentação do substrato a acetato e butirato responsável 

pela maior parcela. Enquanto isso, a fermentação do substrato para o propionato produz gás 

apenas do tamponamento do ácido, sendo a produção de gás a partir desse ácido graxo 

relativamente menor (Van Soest, 1994). 
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A produção total de gás a partir da fermentação da dieta com alto CNF foi maior (P > 

0,0001) comparado ao gás produzido pela dieta com baixo CNF (211,50 vs 166,32 ml/g MS) 

(Tabela 6). Esse resultado era esperado, visto que a menor quantidade de carboidratos fibrosos 

presentes na dieta com alto CNF, favoreceu o aumento na degradabilidade da matéria orgânica. 

O tempo de colonização (L), também conhecido como fase lag, foi 3,05% mais rápido 

na dieta com baixo CNF em comparação à de alto CNF (4,59 vs 4,73 h). O tempo de colonização 

reflete o grau pelo qual os microrganismos aderem e penetram as barreiras físicas do alimento, 

de modo a acessar os substratos (Valadares Filho e Pina, 2011). Segundo Tomich et al. (2003), 

a redução do tempo de colonização é favorecida pela presença de substratos rapidamente 

fermentáveis, e pelas características físicas e químicas da parede celular. Além disso, essa fase 

é influenciada diretamente pelo pH ruminal, onde valores de pH menor que 6,2 inibem a taxa 

de digestão e aumenta a fase lag para a degradação da parede celular (Van Soest, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 

 

 

5 CONCLUSÕES 

 

A inclusão de extrato de P. pyramidalis modificou o padrão de fermentação ruminal, 

favorecendo a produção de propionato e reduzindo o acetato. O efeito do extrato sobre a 

degradabilidade da proteína bruta foi mais acentuado na dieta com alta quantidade de 

carboidratos não fibrosos, observando-se uma redução com o aumento dos níveis de P. 

pyramidalis. A degradabilidade da fibra em detergente neutro foi favorecida até o nível de 

4,87% de extrato e, a partir desse nível, reduziu. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E IMPLICAÇÕES 

 

As técnicas de produção de gás in vitro avaliadas no presente estudo, demonstrou serem 

importantes ferramentas para avaliar o valor nutricional de alimentos, estimando a 

digestibilidade e degradabilidade ruminal, permitindo avaliar a cinética de fermentação 

ruminal, bem como quantificar os produtos finais da fermentação. 

A técnica de produção de gás semiautomática utilizada no presente estudo mostrou ser 

mais acessível para a maioria dos laboratórios, visto que é uma técnica robusta e tem um custo 

inicial mais baixo comparado à outras técnicas disponíveis. Entretanto, necessita de mais mão 

de obra para realização de ensaios de produção de gás. Por sua vez, o AnkomRF system, utilizado 

no estudo, apresenta vantagem em relação aos sistemas manuais pois permite a medição do gás 

de forma ininterrupta, reduzindo, portanto, a mão de obra para realização dos ensaios. Contudo, 

além de apresentar um custo inicial mais elevado, esse sistema apresentou diversos problemas 

antes e durante a execução dos ensaios, como obstrução de válvulas de ventilação, vazamentos 

de gás e problemas com as baterias, demonstrando a necessidade de manutenção constante dos 

mesmos. Com isso, é preciso levar em consideração todos estes fatores, antes de escolher qual 

sistema se adequa melhor às condições do laboratório. 

O interesse por metabólitos secundários de plantas (MSPs), como alternativa aos 

aditivos químicos para ruminantes, tem crescido significativamente nos últimos anos, 

demonstrando resultados satisfatórios no que diz respeito à modulação da fermentação ruminal. 

O interesse por metabólitos secundários de plantas (MSPs), como alternativa aos 

aditivos químicos para ruminantes, tem crescido significativamente nos últimos anos, 

demonstrando resultados satisfatórios no que diz respeito à modulação da fermentação ruminal. 

Nesse trabalho, o extrato vegetal da catingueira (Poincianella pyramidalis Tul.) mostrou 

ser uma importante alternativa para modular a fermentação ruminal, pois além de diminuir a 

degradação ruminal da proteína, modificou o padrão de produção de AGCC, diminuindo o 

acetato e aumentando consideravelmente a produção de propionato no rúmen, indicando 

alteração na produção de metano entérico. 

Esta pesquisa demonstrou a necessidade da realização de mais estudos a partir de 

extratos de plantas da Caatinga, ricas em metabolitos secundários, utilizados como aditivos em 

dietas para as diversas espécies de ruminantes, com a finalidade de modular a fermentação 

entérica e melhorar a eficiência de utilização da energia disponível, mitigar a produção de gases 

de efeito estufa e, apresentarem potencial poder antioxidante para a saúde animal, e os melhorar 

a qualidade nutricional da carne e do leite produzido. 


