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Resumo

RESuUMO

Na primeira parte do trabalho efectuamos uma revisdo bibliografica
abordando algumas particularidades da alimentagdo dos ruminantes, animais que
desempenham um papel determinante na manutencdo dos sistemas de agricultura
sustentada (Capitulo 2).

No Capitulo 3 demos énfase a caracterizacdo da estrutura da parede celular e
aos factores que afectam a sua digestibilidade.

Desenvolvemos depois (Capitulo 4) aspectos relacionados com 0s processos
de degradacdo da parede celular. Os microrganismos presentes no rimen, produzem
uma multiplicidade de enzimas que conferem ao ecossistema ruminal particularidades
especificas que permitem ao ruminante utilizar alimentos fibrosos.

No Capitulo 5, aborddmos o metabolismo azotado da popula¢do microbiana
do rumen, referindo aspectos relacionados com a sintese dos seus constituintes
azotados, com a degradacdo do azoto proteico e ndo proteico e com a eficiéncia
microbiana e crescimento.

Na parte experimental do nosso trabalho analisamos os efeitos que diferentes
niveis de suplementagéo de dois alimentos forrageiros, com uma fonte azotada (ureia)
e uma fonte energética (polpa de citrinos desidratada), tiveram na cinética de
fermentacéo in vitro e na digestibilidade in vitro daqueles alimentos fibrosos. Para o
efeito usdmos um feno de prado natural e uma palha de trigo que foram estudados
individualmente ou em mistura com a polpa de citrinos desidratada e/ou ureia. A
cinética de fermentacgéo foi determinada utilizando o método da produgéo de gés, com
as amostras a serem incubadas durante 96 horas com licor de rimen mais uma
solugédo nutritiva tampé&o. O modelo logistico de duas fases foi utilizado para descrever
a cinética de fermentagéo in vitro.

Numa primeira fase (Capitulo 6), verificamos que a adicdo de ureia, entre
valores que variaram de 1,43% a 3,91% da MS, provocou 0 aumento do tempo de
laténcia e uma progressiva diminuicdo dos valores obtidos para o volume de gas
produzido e para a taxa maxima de producéo de gas das primeira e segunda fases de
fermentacdo, e para o volume total de gas produzido durante as 96 horas de
incubacao. A adicdo de polpa de citrinos melhorou significativamente a producao de
gas e a taxa maxima de producéo de gas da primeira fase de fermentacéo e o volume
total de gas produzido durante o periodo de incubacao, reflectindo maior actividade
microbiana no inicio da incubacdo do susbtrato. A ureia, como Unica fonte azotada

suplementar de fenos e palhas, s6 devera ser adicionada se também for usado um

VIl



Resumo

suplemento energético. Com excepcédo dos substratos em que s6 foi utilizada polpa de
citrinos+ureia, a producdo de gas na segunda fase de fermentagcdo foi
significativamente maior do que na primeira fase.

No Capitulo 7, verificAmos que os resultados meédios obtidos para as
digestibilidades in vitro da MS e do NDF, determinadas apds 48 horas e 96 horas de
incubacao, foram idénticos. Analisando caso a caso, encontramos diferencas
significativas em 58,3% dos substratos. Verificamos que, os coeficientes de correlacao
e de determinacdo calculados entre a digestibilidade in vitro da MS e do NDF ao fim de
48 horas de incubacdo e os parametros que definem a cinética de fermentacdo e o
conteudo das amostras em NDF, ADF, hemicelulose e celulose, foram mais elevados
do que quando se considerou digestibilidade in vitro ap6s 96 horas de incubacao.
Concluimos que, enquanto ndo estiverem disponiveis maior nimero de resultados, a
digestibilidade da MS e do NDF deve ser sempre calculada ap6s 48 horas de
incubacdo. Os coeficientes de determinacdo muito elevados entre a digestibilidade in
vitro da matéria seca apds 48 horas de incubagéo e o volume de gés produzido na
primeira fase de fermentacdo, a taxa maxima de producdo de gas na primeira fase e o
volume total de gés durante o periodo de incubacdo permitiram calcular equagfes de
regressdo (0,969<r>0,852), que poderdo ser utilizadas para estimar, com rigor, a
digestibilidade in vitro da matéria seca dos alimentos a partir de alguns valores que
definem a cinética de fermentacdo in vitro. A partir dos coeficientes de correlacdo
negativos elevados, determinados entre a fraccdo ADL das amostras e a
digestibilidade in vitro da MS (r=-0,901) e do NDF (r=-0,622), concluimos que a lenhina
influenciou negativamente a digestibilidade dos substratos. O modelo logistico de duas
fases permitiu estimar com precisdo os parametros que definem a cinética da
fermentacéo in vitro mesmo utilizando substratos com uma composicdo quimica muito
diferente. Os coeficientes de determinacdo (r?) calculados foram muito elevados
variando entre 0,998 e 0,989. Determindmos coeficientes de correlacdo elevados
(0,797<r>0,614) entre o tempo de laténcia e a quantidade de NDF, ADF, ADL,
hemicelulose e celulose presente na amostra. Verificamos que a quantidade de
substrato efectivamente degradado necesséaria para a producdo de 1 ml de gas,
diminuiu com o aumento da digestibilidade in vitro dos alimentos e determinamos uma
correlagdo elevada entre a quantidade de substrato efectivamente degradado, e os
volumes de gas produzidos na primeira fase de fermentacdo e durante todo o periodo

de incubacéo.



Abstract

ABSTRACT

In Part | of this work we have done a brief review about some particularities of
the feeds for ruminants, animals that play an important role in the maintenance of the
agricultural systems (Chapter 2).

In Chapter 3, we emphasise the characterisation of the structure of plant cell
wall and the factors affecting cell wall digestibility.

We also analysed some aspects related with the process of degradation of plant
cell wall. The rumen microorganisms are able to produce a multiplicity of enzymes that
confers to the rumen ecosystem particularities that allow the ruminant to use feeds with
high fibre contents (Chapter 4).

The Chapter 5 is a review of the nitrogen metabolism in the rumen
microorganisms referring aspects related with microbial protein synthesis, with the
degradation of protein and non-protein nitrogen and with the microbial efficiency and
microbial growth.

In Part Il of this work we analyse the effects of different levels of suplementation
with urea and dried citrus pulp had on the in vitro fermentation kinetics and in vitro
digestibility of different forages. We used natural grassland hay and a wheat straw that
were studied individually or mixed with the dried citrus pulp and/or urea. The
fermentation kinetics was determined using the in vitro gas production technique during
96 hours incubation with buffered rumen fluid. A dual-pool logistic model was used to
describe in vitro fermentation kinetics.

In Chapter 6 we saw that the addition of 1,43% to 3,91% of urea caused the
increase of initial lag time and the reduction of the amount of gas production in the first
and second phase of fermentation, the maximum rate of gas production in the first and
second phase and the total gas production during the feed samples incubation. The
addition of dried citrus pulp improved the fermentation kinetics parameters at the first
phase, as a consequence of a high microbial activity during the initial phase of the
samples incubation. The urea, as a unique nitrogen supplement of hays and straws
should only be added if an energy supplement is also used. With exception of the
samples with only citrus pulp plus urea, the production of gas during the second phase
of fermentation was significantly higher than during the first phase of the incubation
period.

In Chapter 7, we verified that the average results from the in vitro DM and NDF
digestibility, determined after 48 and 96 hours of incubation, had been identical.

However when we analysed the results, feed by feed, we found significant differences
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in 58,3% of samples. The r and r? data calculated between in vitro DM and NDF
digestibility after 48 hours of incubation and the parameters that define fermentation
kinetics and the NDF, ADF, hemicelluloses and cellulose of the samples was higher
than with the in vitro DM and NDF digestibility gotten after 96 hours of incubation. We
conclude that, while they will not be available greater number of data, the DM and NDF
digestibility always must be calculated after 48 hours of incubation. The high r and r?
coefficients between in vitro DM digestibility after a 48 hours incubation and the gas
volume produced in the first phase of fermentation, the maximum rate of gas
production in the first phase of fermentation and the total gas volume produced during
all the incubation period had allowed us to calculate some equations (0,969<r*>0,852)
that could be used to estimate the in vitro DM digestibility using some in vitro
fermentation kinetics values. In this work we confirm the negative effect of the lignin
content and the digestibility of substrate because we found a high negative correlation
between the feeds ADL and the in vitro DM (r=-0,901) and NDF (r=-0,622) digestibility
of the samples. The dual-pool logistic model allowed us to estimate with accuracy
(0,998<r?>0,989) the data that define in vitro kinetics fermentation using different feed
samples with very different chemical composition. We found a high correlation
(0,797<r>0,614) between lag time and NDF, ADF, ADL, hemicelulose and cellulose
concentration of the sample. The amount of truly degraded substrate necessary for the
production of 1 ml of gas, diminished with the increase of the in vitro feed digestibility
and we determined a high correlation between the amount of truly degraded substrate,
and the gas production in the first phase of fermentation and the total gas production

during a 96 hours incubatio.
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Introducéo

Capitulo 1 - INTRODUGAO

As espécies animais, durante o longo periodo de evolugéo,
desenvolveram particularidades anatdmicas directamente relacionadas com o
tipo de alimentos a que dao preferéncia. O pescoco na girafa, os caninos e os
dentes sectérios nos carnivoros, o estbmago nos ruminantes e o instinto de
mamar nos mamiferos, constituirdo alguns exemplos de uma evolucdo
condicionada pela alimentacéao.

A associacao com a populacdo microbiana celulolitica, processo que o0s
herbivoros adoptaram para beneficiarem de enzimas hidroliticas dos
constituintes celulares das paredes vegetais, ter-se-4 manifestado vantajosa ao
permitir explorar situacdes alimentares variadas. Como refere SEQUEIRA (1988),
0 intestino grosso, em especial nas regides do ceco e do célon oferece, na
generalidade dos herbivoros, um ambiente quase ideal para o crescimento das
bactérias anaerdbias mesofilicas. Existe controlo de temperatura e pH,
renovacao continua do substrato e remocao da fraccdo indigestivel bem como
das substancias inibidoras entretanto produzidas.

A parede celular das plantas constitui ndo sé uma importante fonte de
nutrientes como também um factor de saude, fundamental para o tracto
digestivo dos mamiferos. Mesmo para 0os humanos, que consomem as dietas
tipicas das sociedades industrializadas, os produtos da fermentacao

microbiana da fibra fornecem mais de 10% do total da energia ingerida



Introducao

(CHESSON et al., 1995). Esta percentagem é substancialmente maior em grande
parte dos animais com interesse zootécnico, podendo atingir os 40% ou mais,
em pequenos ruminantes em pastoreio, ovinos e caprinos, onde as forragens
podem corresponder ao total da dieta. Mesmo em bovinos criados em sistemas
de producéo intensiva, como os novilhos de engorda em "feedlots" e as vacas
leiteiras de elevada producdo, que consomem elevadas quantidades de
alimentos concentrados, a taxa e a extensdo da degradacdo da parede celular
dos alimentos forrageiros utilizados sé&o factores importantes que influenciam a
ingestdo e o fornecimento de nutrientes necessarios a producdo (CHESSON et
al., 1995).
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“No departamento metabdlico, onde se processa
o metabolismo intermediario e seu controlo,
residira a razdo da deposicao dos componentes
do produto animal (carne e leite) a partir dos
nutrientes absorvidos e transformados em
metabolitos organicos, estes também com origem
nos tecidos e 6rgaos do animal.”

A. Vaz Portugal, 1998

Capitulo 2 — PARTICULARIDADES DA ALIMENTACAO DOS

RUMINANTES

Os ruminantes, pela posicdo que ocupam na cadeia alimentar,
desempenham papel relevante na manutencdo de sistemas de agricultura
sustentada. Alguns constituintes dos alimentos forrageiros como o0 azoto néo
proteico, as hemiceluloses e a celulose, o polimero glucosidico mais abundante
nas plantas devido a sua maior participacdo na parede celular, ndo podem ser
digeridos ou utilizados convenientemente pelos monogastricos. No entanto, os
ruminantes convertem-nos em produtos como carne, leite, 1a e trabalho, Gteis
para o Homem.

As caracteristicas funcionais da dentadura do ruminante evoluiram no
sentido de permitir o corte para a ingestdo rapida dos alimentos e posterior
mastigacdo minuciosa e metodica do conteudo ruminal. O estbmago secretor €
precedido de trés compartimentos um dos quais, o rimen, esta particularmente
desenvolvido, podendo considerar-se uma verdadeira camara de
armazenamento e fermentagao (JARRIGE et al., 1995).

Os alimentos sdo previamente expostos a digestdo microbiana no
reticulo/rimen e s6 depois sdo sujeitos a ac¢cado das enzimas do préprio animal

(VAN NEVEL e DEMEYER; 1996).



Particularidades da Alimentacdo dos Ruminantes

Como ja foi referido, os glucidos estruturais dos vegetais constituem a
principal fonte de energia que os ruminantes podem indirectamente utilizar uma
vez que, aqueles compostos, sdo refractarios a accdo das enzimas que 0s
animais superiores sao capazes de sintetizar no seu aparelho digestivo.

A hidrélise das substancias passiveis de fermentacéo (a oligébmeros e a
monomeros), nomeadamente a celulose, é, como refere SEQUEIRA (1988), uma
estratégia vulgar entre as bactérias para a obtencdo de energia. Na realidade,
a polimerizacdo glucidica é baseada em ligacdes do tipo B-1,4 resistentes a

hidrélise das enzimas do animal superior.

Celulose Hemiceluloses Pectina Frutanas Amido
Acidos
Pentoses Urénicos .
' Galactose Dextrinas
Via das
Celobiose Pentoses Sacarose
\_ Glucose Frutose Maltose
ATP
Piruvato - = |Lactato

— — = =Oxaloacetato

Malato
Formato Acetil-CoA |
-1:(::2
Fumarato
\ l\+ ATP +2u
Aceto- .
AT P acetil-CoA Succinato
Succinil-CoA
Acetaldeido
Metilmalonil-CoA Acrilato
2ATP
ATP Propionil-CoA
i Etanol + ATP
CH Acetato Butirato Propionato

Figura 2.1 — Representacdo esquematica do metabolismo no ramen, dos
hidratos de carbono estruturais (adaptada de VAN SOEST, 1994).

Nos ruminantes o processo de digestdo quimica dos alimentos € iniciado
com a sua colonizacéo intensa pela populagdo microbiana existente ao nivel do
ecossistema ruminal. O processo fermentativo que ocorre a seguir condiciona a
maior parte dos produtos finais da digestdo, da origem aos acidos gordos

volateis, acético, propioénico e butirico, produtos de excrecdo do metabolismo



Particularidades da Alimentacdo dos Ruminantes

microbiano, que constituem a principal fonte de energia alimentar para o
ruminante (Figura 2.1). D4 também origem aos &acidos gordos de cadeia
ramificada, isobutirico, valérico e isovalérico, ao amoniaco, ao metano e ao
dioxido de carbono.

Os processos fermentativos e de hidrélise levados a cabo pela
populacdo microbiana do ramen, como as bactérias, os protozoarios e 0s
fungos, podem ser considerados na sua grande maioria como uma oxidacao
anaerodbia dos hidratos de carbono, das proteinas e do glicerol. Os produtos
finais, cuja renovacdo maximiza as taxas de fermentagdo, resultam de
reaccOes de transferéncia de electrdes e de protdes (VAN NEVEL e DEMEYER,
1996).

Como evidencia DEMEYER (1991), a producdo de acetato é maximizada
ocorrendo também maxima producdo de energia em culturas de varios
microrganismos anaerobios associados com metanogénicos. A transferéncia
de hidrogénio inter-espécies bacterianas traduz-se, quase exclusivamente, em
diéxido de carbono, metano e &cidos gordos volateis como o acético, o
propiénico e o butirico, 4cidos que séo rapidamente absorvidos pela parede

ruminal (Figura 2.2).

Amido
Lipidos Proteina Fibra

l N

. Péptidos Xilose
Gl I A
18190 A, Acidos
(Glucose)
) Propionato
- __» (Piruvato) Lactato
2H
Cof.
| | Acetato ——————— I Butirato
+
. N
gAg;ggi H o, A [Vletano

Figura 2.2 - Modelo para a producdo e utilizacdo do hidrogénio metabdlico na
fermentac&o ruminal (adaptada de DEMEYER, 1991).

A populacdo microbiana do ramen, digerida subsequentemente no

abomaso e intestino delgado, é utilizada como fonte de proteina e de outros

7

nutrientes. Esta possibilidade €& particularmente vantajosa em deficientes
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condi¢des nutricionais onde a dieta tenha um elevado conteldo em material
celulésico e um baixo nivel proteico. Nestes casos, a sintese dessa proteina de
razoavel valor biolégico, beneficia da capacidade que os ruminantes exibem
para reciclar o azoto até ao rimen.

No entanto, para animais sujeitos a um plano nutricional elevado, a
degradacdo do azoto proteico até amonia constitui um inconveniente em
termos de eficiéncia de utilizacdo da proteina alimentar. De acordo com
WALLACE (1996), a actividade proteolitica ocorre em todas as trés principais
categorias de microrganismos (bactérias, protozoarios e fungos). As bactérias
sdo as principais responsaveis pela protedlise. Os protozoarios ciliados séo
responsaveis nao so6 pela destruicdo de pequenas particulas de proteina
alimentar como também da propria proteina microbiana.

O mecanismo predominante de degradacao dos péptidos € bifasico. Por
accdo da dipeptidil-aminopeptidase, os polipéptidos sao hidrolisados a
dipéptidos seguido-se a accao de dipeptidases que cindem os dipéptidos em
aminoacidos. WALLACE  (1996) refere que a actividade da
dipeptidil-aminopeptidase ocorre apenas na Prevotella ruminicola enquanto que
as dipeptidases ocorrem em muitas espécies bacterianas, incluindo a prépria
Prevotella ruminicola, e nos protozoarios, onde sdo muito activas. A
desaminacado dos aminoacidos resulta da ac¢do das desaminases que ocorrem
em duas populacfes bacterianas distintas, uma em grande nimero mas com
baixa actividade de desaminases, outra em menor numero, mas com
desaminases muito activas. O mesmo autor conclui que é extremamente
importante conseguir suprimir a proliferacdo de espécies bacterianas com
elevada actividade de desaminases, uma vez que a presenc¢a de uma pequena
populacdo destes microrganismos é condicdo necessaria e suficiente para que
haja uma maior eficiéncia de retencao de azoto pelo animal.

A fraccdo alimentar ndo degradada e 0s corpos microbianos sao
arrastados para os compartimentos posteriores ficando, finalmente, sujeitos a
digestdo pelas enzimas do animal hospedeiro. No abomaso, em meio acido e
por accdo da pepsina, tem lugar uma hidrolise parcial de proteinas e

polipéptidos. No intestino delgado, as enzimas dos sucos pancredatico e
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entérico permitem a obtencdo de aminoacidos, mondémeros glucidicos, acidos
gordos e glicerol.

Os nutrientes sédo absorvidos e a fraccdo alimentar ainda potencialmente
digestivel, ou que escapou a fermentacdo no rumen e a hidrélise enzimética
anterior, pode, por ultimo, ser digerida no intestino grosso. No ceco e no célon
proximal, tem lugar nova fermentacdo microbiana cuja importancia, pelo facto
de ja terem sido ultrapassados os locais principais de absorcdo, parece advir
principalmente dos &cidos gordos volateis absorvidos.

Os mecanismos de degradacdo dos constituintes alimentares que
entram no rdmen apresentam-se sumarizados na Figura 2.1. Devido a
fermentacdo ruminal dos hidratos de carbono, a glucose é um nutriente
escasso. Os ruminantes conseguem superar esta dificuldade metabdlica devido
a capacidade que tém de utilizar os acidos gordos volateis como fonte de
energia e devido também ao eficiente processo de neoglucogénese. Esta,
apesar de ter por base o propionato e os aminoacidos neoglucogénicos, pode
ser feita a partir de qualquer composto com numero impar de atomos de
carbono como o lactato, o valerato e o glicerol.

O acetato, apés fosforilacdo a acetil-CoA e o propionato, depois de
convertido em succinil-CoA, sdo metabolizados no ciclo dos &cidos
tricarboxilicos. O butirato € absorvido na forma cetonica e oxidado, a
semelhanca do acetato, via acetil-CoA.

A utilizacdo digestiva de constituintes proteicos e ndo proteicos passa,
em grande parte, pela incorporacdo de azoto pelos microrganismos do rumen.
Variavel com a dieta e com a técnica adoptada, a estimativa da proteina de
origem microbiana que chega ao duodeno tem oscilado entre os 30 e os 85%.
Este facto, justifica a importancia que tem sido dada aos factores que
influenciam o crescimento e equilibrio da populacdo microbiana, a eficiéncia da
utiizacdo da digesta do rumen, enquanto substrato de fermentacdo, e a
proporcdo de proteina alimentar que escapa inalterada para o intestino
delgado.

Um factor de importancia reconhecida na disponibilidade da proteina de

origem microbiana é a reciclagem do azoto no rimen.
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NOLAN e LENG (1972) estimaram em 30% a reciclagem de azoto
microbiano em ovinos alimentados com luzerna (20 a 25% de proteina bruta).
Posteriormente NOLAN e STAcHIW (1979) aumentaram consideravelmente
aquela estimativa, verificando uma reciclagem superior a 50%. Estes autores
sugeriram a existéncia de elevado "turnover" do azoto microbiano no rimen. A
ocorréncia de limitacbes a nivel do substrato, dos organismos bacteriéfagos
gue originam lise bacteriana, bem como da ingestdo de bactérias pelos
protozoarios, constituem as determinantes principais das perdas em proteina
para o ruminante (LENG, 1982).

Embora a digestdo da celulose e das hemiceluloses no ceco e colon
possa variar, respectivamente entre 10 a 15% e 10 a 30% (VAZ PORTUGAL,
1978), o papel dos compartimentos posteriores do processo digestivo dos
ruminantes tem sido subestimado.

Foi ja comprovada a possibilidade da mucosa do ceco absorver acidos
gordos volateis, aminoacidos, acidos gordos de cadeia longa, vitaminas do
complexo B e minerais. Os acidos gordos volateis sdo canalizados para a
producdo de energia e 0 amoniaco absorvido vai ser transformado em ureia no
figado, sendo assim reciclado para o riumen com eventual incorporacdo na
proteina bacteriana.

A quantificacdo da sintese proteica microbiana e a contribuicdo dos
péptidos e aminoacidos absorvidos no intestino grosso para o metabolismo

azotado do ruminante constituem, porém, questdes por resolver.
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“A grazing ruminant optimizes its utilization of
cellulosic carbohydrates by virtue of the
arrangement of its digestive tract, in which the
fermentation chamber precedes the main site of
digestion. In this way, the fermentation products
receive the most efficient use ...”

P. J. Van Soest, 1994

Capitulo 3 — PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA PAREDE CELULAR

Tal como acontece nas células animais, as ceélulas vegetais tém o seu
citoplasma rodeado por uma membrana plasmatica.

A parede celular que reveste as células vegetais, exterior a membrana
plasmatica das células vivas, vai endurecendo, tornando-se cada vez mais
espessa ao longo do crescimento da planta. E constituida principalmente por
polissacaridos unidos, no seu conjunto, por uma camada central comum, a
lamela média.

Na parede de células vegetais maduras podemos distinguir trés
camadas principais: a lamela média, a parede celular primaria e a parede
celular secundaria (Figura 3.1).

A lamela média, mais externa, que € constituida principalmente por
pectinas e por tecidos envelhecidos e lenhificados, contém também lenhina.

A parede celular primaria, intermédia, € fina e constituida apenas por
uma camada que se forma logo na fase inicial do crescimento da planta.
Quando a célula é jovem, a parede celular primaria € plastica e extensivel
contendo celulose, pectinas e hemiceluloses. A medida que a célula vai
envelhecendo, vai-se tornando cada vez mais lenhificada sendo, por vezes,
dificil distinguir a lamela média da parede celular primaria.

A parede celular secundaria, mais interna e constituida por celulose,

hemiceluloses e lenhina, é formada por trés camadas de espessura variavel
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(Figura 3.2), ndo extensiveis e que se desenvolvem apds o crescimento
vegetativo estar concluido, reduzindo a cavidade citoplasmica da célula. As
suas caracteristicas bioquimicas e estruturais dependem da funcéo especifica
da célula que integram podendo ser considerada uma parede adicional com
funcdes de suporte onde as microfibrilas de celulose estdo rearranjadas em
diferentes configuracbes aparecendo em camadas concéntricas paralelas a

superficie da célula (GRENET e BESLE, 1991).

parede celular secundaria
comtrés camadas

limen da

substincia intercelular

parede celular primaria

Figura 3.1 - Diagrama da estrutura da parede celular de uma célula vegetal
tipo (A - corte longitudinal; B - corte transversal) (adaptada de EsAu, 1953, citado por
GRENET e BESLE, 1991).

Na fase final do crescimento da célula vegetal as paredes celulares
podem sofrer incrustagdes de substancias adicionais que reforcam a estrutura.
O principal exemplo € a lenhificagdo que pode originar a morte da célula com o
desaparecimento dos conteudos citoplasmaticos.

Embora de espessura muito variavel, a estrutura das paredes celulares
vegetais € pouco variavel sendo formada por trés principais categorias de
constituintes: as microfibrilas de celulose, os poliésidos amorfos néo
celuloliticos reforgados por glicoproteinas (constituintes de todas as paredes
vegetais) e as substancias nao glucidicas como a lenhina e a cutina (Quadro
3.1).

10
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) Figura 3.2 — Representacdo esquematica da parede celular secundaria.
E visivel a orientagdo das microfibrilas de celulose nas camadas S1, S2 e S3
(adaptada de ROBERT e ROLAND, 1989).

Os polidsidos constituem 70 a 80% da matéria seca da parede vegetal,
representando a agua cerca de 60 a 80% das paredes primarias e somente
15% das paredes secundarias lenhificadas (JARRIGE et al., 1995).

Quadro 3.1 - Principais glucidos e outros mondmeros componentes da parede
celular vegetal (adaptado de JARRIGE 1981, citado por JARRIGE et al., 1995).

Nome Unidades constituintes Solventes
Addos muito concentrados
Fibras Celulose D-glucose (3-1,4) (H2S04) a 72% plp)
Acido D-galacturénico Agua quente
(a-1,4) Oxalado de amoénia
Substancias pécticas  L-arabinose EDTA
D-galactose
Polidsidos L-ramnose
amorfos D-xilose (3-1,4) Substéncias alcalinas
L-arabinose diluidas
D-galactose Addos diluidos a quente
Hemiceluloses D-manose (H2S0,)
D-glucose

Acido D-glucurénico
Acido 4-O-metilglucurénico

Alcool cumarilico Tri-etilenoglicol
Lenhina Alcool coniferilico (KMnQy,)
Substancias nao Alcool sinapilico
glucidicas Alcoois e acidos Eter de petroleo
Cutina Addos gordos de cadeia
longa

SELVERDRAN (1983) refere que a matéria seca da parede das células em

crescimento € constituida maioritariamente por a-celulose (30-60%),

11
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substancias pécticas (15-45%), hemiceluloses (15-25%) e glicoproteinas
(10-15%), embora o tecido parenquimatoso da parede celular contenha cerca
de 5-10% de compostos fendlicos na forma de complexos

polissacarido-proteina-polifenol.

3.1 - CELULOSE

De entre os polissacaridos estruturais, a celulose é o mais abundante
existente a superficie da terra, constituindo entre 20 e 45% da matéria seca das
plantas adultas. E a maior e mais variavel porcdo da estrutura da parede
celular, sendo a principal substancia fibrosa (JARRIGE et al., 1995; VAN SOEST,
1994). E um polimero de glucose (B-1,4) e o seu grau de polimerizacdo é
bastante elevado podendo ultrapassar as 10000 unidades em cadeias lineares

orientadas e dispostas paralelamente (JARRIGE et al., 1995; THEANDER, 1977).

Lamela Parede celular Parede celular
media primaria secundaria

FPectinas b
Hemiceluloses |
Celulose | —
Lenhina _

Figura 3.3 - Distribuicdo das principais componentes estruturais da parede celular
(adaptada de INRAP, 1984).

Segundo GRENET e BESLE (1991), a celulose ¢é sintetizada
permanentemente nas células em crescimento, e o seu conteudo aumenta da
primeira para a segunda parede celular (Figura 3.3).

Os radicais hidroxilos livres permitem a formacéo de varias ligagdes por

ponte de hidrogénio intra e inter-polimeros, dando resisténcia e coesdo ao

12
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arranjo celular molecular (SASSEN, 1992). As cadeias paralelas definem regides
cristalinas de baixa porosidade separadas por regides amorfas (JARRIGE et al.,
1995; GRENET e BESLE, 1991). Estas regides cristalinas ocorrem em zonas
onde existem ligagbes mais regulares e em maior numero. Tornam-se assim
muito mais resistentes a acgao dos agentes quimicos e/ou enzimaticos do que

as zonas amorfas que as separam (JARRIGE et al., 1995).

Quadro 3.2 - Constituintes da parede celular de algumas forragens (em
percentagem da matéria seca) (adaptado de GRENET e BESLE, 1991).

Outros polissacarideos

Forragem Parede Celulose Xilanas Arabanas Hexosanas Hemiceluloses Acidos Lenhina

celular (a) (a) (a) (a) totais uronicos
(a) (a) (b)

Azevém 46,2 20,0 12,5 3,0 4,0 19,5 3,0 0,3
Palha trigo 80,2 30,0 19,0 3,0 3,0 25,0 4,0 11,0
Luzerna 41,8 18,0 7,0 3,0 4,0 14,0 8,0 6,0
Trevo branco 27,2 13,0 4,0 2,5 4,5 11,0 - 4,0
Milho silagem

(25-30% MS) 45,0 11,0 6,0 2,0 2,0 10,0 1,0 4,0

A celulose, devido a sua resisténcia e rigidez, contribui de forma
determinante para o suporte da célula vegetal. O seu teor na planta é variavel,
embora as grandes diferengcas ocorram em plantas geneticamente muito
diferentes. Observando o Quadro 3.2 verificamos que, excluindo o milho

silagem, as leguminosas apresentam um teor mais baixo de celulose.

Figura 3.4 — Representacdo esquematica da celobiose. A polimerizagdo de
D-glucose da origem a celulose (THEANDER e AMAN, 1977).

13
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Morrison (1980) refere que a celulose contém, em adi¢cdo as ligagdes
B-1,4 glucosidicas, cerca de 15% de pentosanas, principalmente xilose, e
alguma arabinose.

A unidade celular base da celulose, determinada por estudos de raio X
realizados por MEYER e MisH (1936) citados por PRESTON (1986), é a celobiose
que ocorre em unidades repetidas e rearranjadas em paralelo (Figura 3.4).

No entanto, segundo VAN SOEST (1994), considerar a celulose como
uma substancia pura constituida apenas por moléculas de D-glucose, nao € a
forma mais adequada para compreender as sua caracteristicas biologicas. A
celulose, associada na maior parte das vezes as hemiceluloses e a lenhina,
apresenta na natureza caracteristicas profundamente diferentes. De facto, a
celulose pura no sentido de substancia insoluvel e cristalinizada de moléculas
de D-glucose, € uma raridade bioldgica que esta confinada a algumas fibras.
No algodéo, por exemplo, a cristalinidade da celulose € de 70% (GRENET e
BESLE, 1991).

Quadro 3.3 - Digestibilidade da celulose em diferentes células vegetais
(adaptado de VAN SOEST, 1994).

Material Digestibilidade (%) Digestibilidade (%) Relacao (a)
nao ruminantes ruminantes Lenhina/celulose

Luzerna 20-30 40-60 0,18-0,30
Forragem de clima
temperado 0-20 48-90 0,08-0,20
Forragem de clima
tropical 0-20 30-60 0,11-0,24
Palhas insignificante 40-60 0,10-0,26
Casca de soja 40 94 0-0,03
Casca de algodao muito baixo 50 0,55
Casca de arroz 0 0 0,45
Papel de jornal 0 23-27 0,34-0,43
Madeira 0 0-40 0,30-0,60
Legumes 40-80 90-100 0-0,05

(a) O ADL (lenhina de detergente acido) inclui a fraccao de cutina e é expresso em relagdo a
celulose. Uma relagéo elevada esta associada a baixa digestibilidade.

Na parede celular dos vegetais, a celulose ocorre combinada em diferentes
graus com a lenhina, a hemicelulose, a cutina e com sais minerais. Como se
pode observar no Quadro 3.3, independentemente do material vegetal utilizado,
os ruminantes digerem melhor a celulose do que os nao ruminantes. Verifica-se

também que a disponibilidade nutricional da celulose varia desde a total
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indigestibilidade a quase completa digestibilidade. Esta variagdo depende
largamente da lenhificagao, ainda que existam outros factores limitantes como a
silicificacdo, a cutinizacao e até propriedades intrinsecas da propria celulose
(VAN SOEST, 1994).

Geralmente a deslenhificacdo da celulose aumenta a sua digestibilidade
embora ndo deva generalizar-se este efeito a digestdo e a extensdo da
digestdo da matéria seca ou matéria organica. De facto, a celulose pode
apresentar associagdes fisico-quimicas com a lenhina, sendo a digestibilidade
condicionada pelos multiplos factores envolvidos. A remocao da lenhina e das
hemiceluloses permite que as cadeias de celulose se tornem mais alinhadas do
que resulta uma maior cristalinidade. A fermentacdo de preparagdes com
celuloses isoladas (RODRIGUES, 1999), tende a ter um maior tempo de laténcia
seguido por uma digestdo mais lenta, o que € normal ocorrer em forragens
digestiveis, mesmo se a digestibilidade total dos tecidos deslenhificados for

elevada.

3.2 - HEMICELULOSES

Segundo WALLACE (1989), o termo hemicelulose foi utilizado pela
primeira vez por Schulze em 1891 para descrever polissacarideos extraidos
dos tecidos vegetais com solventes alcalinos. Inicialmente, as hemiceluloses
foram aceites como compostos de baixo peso molecular, precursores da
celulose. Embora tivesse sido demonstrada a incorrec¢cdo desta teoria, a
denominagcdo de hemiceluloses manteve-se para descrever aquele grupo de
polissacarideos estruturais.

De acordo com GIGER-REVERDIN (1995), as hemiceluloses constituem 10
a 25% da matéria seca das forragens e produtos agro-industriais e 2 a 12% da
matéria seca das sementes e raizes, sendo a segunda fracgdo de glucidos
estruturais mais abundante.

Sao caracterizadas por apresentarem uma composigdo quimica
heterogénea e uma estrutura complexa, amorfa ou para-cristalina pouco

ramificada que dificulta a degradagao enzimatica (THOMAS, 1983).
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A diversidade das hemiceluloses contrasta com a simplicidade da
celulose. De um modo geral, as hemiceluloses possuem caracteristicas
estruturais que as impedem de formar agregados como acontece na celulose.
No entanto podem ocorrer reacgcbes de co-cristalizagdo com cadeias de
celulose através de pontes de hidrogénio, entre os grupos CH,OH das cadeias

de celulose e os oxigénios glicosidicos das hemiceluloses (CoLL et al., 1992).

CHOH CHLOH u GOOH
] A— & a ) —]
H . aH HO H H /W oH T Hy oM HO /H ﬁH
H G OH Iﬂ HKGH H H;:\.:.H H.:H HO\T_ Hﬂﬁ rK\ Mo M
)

H H Ll OH H o111 OH H H =)

D - Glucose D - Galactose D - Xilose L - Fucose Acido D - Galacturdnico
'%HEB-H H COoH COOH

g a —o — /,I o
H#H \iJH H oH HEE THy H H:H S_:.H H/H wH
HONOH MO/ M HoMaGhOH  HH HYH O RS HOWOH  HAH ':HE"&H i
? T/ . : " Lf 1 t
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aH  oH
D - Manose L - Arahinose L - Ramnose fcido D - Glucurénico  Acido 4 - O - Metil
- D - Glucurdnico

Figura 3.5 - Estrutura de algumas oses incorporadas nas hemiceluloses
(adaptada de HALUK, 1994).

VAN SOEST (1994), refere que as hemiceluloses incluem um conjunto de
polissacarideos que nao se identificam com a celulose nem com as
substancias pécticas, representando um grupo de glucidos de baixo peso
molecular soluvel em solugdes alcalinas e acidas.

As hemiceluloses sédo constituidas por compostos de heterogeneidade
elevada (Figura 3.5), classificados de acordo com a sua constituicdo quimica,
que incluem as xilanas, as mananas, as glucomananas, as galactanas e as
arabanas em proporcédo variavel. A L-ramnose, a L-fucose, o acido
D-glucurdnico, o acido D-galacturénico e varios agucares neutros metilados
sdo também considerados como constituintes das hemiceluloses (WALLACE,
1989).

Uma pequena quantidade de manose, geralmente presente nos
hidrolisados da hemicelulose, provém das glucomananas que sao cadeias
lineares compostas por D-glucose e D-manose unidas através de ligagdes

B-1,4, existentes em diversas hemiceluloses (JARRIGE et al., 1995). Com base
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nos agucares adicionais que apresentam na sua constituicdo, as hemiceluloses
podem ser classificadas em glucomananas, galactomananas,
galactoglucomananas e arabogalactanas. Estas ultimas exibem um grau
elevado de ramificagdo podendo, por vezes, apresentar ligagbes com
substancias pécticas (THEANDER et al., 1989).

COOH
A 0
CO0H
B 0
OH
Hy(0 0

OH OH
CHOH
C HO 0
H
P
cH,oH 0-Ac o (Hy H0H

Figura 3.6 - Estrutura quimica parcial de algumas hemiceluloses
(A O-acetil-4—O-metilglucuronoxilana; B Arabino-4—-O-metilglucuronoxilana;
C O-acetil-galactoglucomanana; D Arabinogalactana (adaptada de HALUK,
1994).

A natureza das hemiceluloses varia consideravelmente (Figura 3.6),

inclusivamente entre familias e espécies botanicas. Encontram-se em
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quantidades mais elevadas nas gramineas do que nas leguminosas.
Constata-se que as paredes celulares das monocotiledéneas jovens séao
essencialmente constituidas por araboxilanas, enquanto que as paredes
primarias das dicotiledéneas contém principalmente xiloglucanas (MCDOUGALL
et al., 1996; THOMPSON, 1993).

As xilanas sao o principal constituinte da hemicelulose na parede celular
das gramineas (WALLACE 1989). Segundo VARNER e LIN (1989), as xilanas
podem corresponder a 15-20% da matéria seca total nas monocotiledéneas
enquanto que nas dicotiledéneas nao ultrapassam 2%.

Para JARRIGE et al. (1995), as hemiceluloses sdo uma familia de
polissacarideos constituidos por cadeias lineares de -1,4 D-xilose contendo
um pequeno numero de cadeias laterais que diferem segundo a familia e o
tecido vegetal. Sao de trés tipos:

- uma unica unidade de arabinose — arabinoxilas — que s&o as mais
abundantes;

- uma unica unidade de acido glucurdénico — glucuronoxilanas;

- varias unidades constituindo cadeias mais longas de arabinose + acido
glucuronico + xilose + galactose.

Segundo os mesmos autores, quanto mais ramificagées tiverem as
xilanas mais soluveis serdo e menores possibilidades terdo de estabelecer
ligagdes com a celulose.

A estrutura basica das xilanas consiste hum esqueleto com unidades de
D-xilopiranose unidas por ligagdes -1,4, com uma grande variedade estrutural,
nomeadamente no que diz respeito a natureza e numero de mondmeros
presentes e ao modo de ligagdo das cadeias laterais (WALLACE, 1989). As
cadeias laterais variam com a espécie e com o tecido vegetal.

As B-glucanas sao polimeros lineares de elevado peso molecular
constituidas por monémeros da D-glucose. Sao as principais hemiceluloses
dos cereais, aparecendo também nas paredes primarias das zonas vegetativas
das monocotiledoneas (AMAN, 1993; BECKER et al., 1992). As unidades de
B-D-glucanas tém sido identificadas apenas na parede celular de gramineas
parecendo que € um polissacarideo especifico deste grupo de plantas. Estes

polissacarideos sao constituidos por cadeias de glucanas unidas por ligagdes
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B-1,3 e B-1,4 a razdo de 1 para 2,5 (WALLACE, 1989). A frequéncia das ligagdes
B-1,4 parece variar com a idade do tecido, aumentando com o envelhecimento
da planta (JARRIGE et al., 1995).

Embora ndo seja evidente que os dois tipos de ligagdes se repitam
segundo uma determinada sequéncia, na natureza verificam-se algumas
repeticdes. PARRISH et al. (1960) citado por WALLACE (1989), verificaram que a
cadeia de B-D-glucanas na cevada e na aveia, contém sequéncias de duas,
trés ou ocasionalmente dez ligagbes p-1,4 consecutivas, separadas por
ligacoes B-1,3.

A estrutura base das xiloglucanas consiste num esqueleto de unidades
repetidas de D-glucose através de ligagdes f-1,4 unidas lateralmente a
moléculas de D-xilose que, através de ligagdes o, podem estar ligadas ao O-6
de alguns residuos da glucose (WALLACE 1989). As xiloglucanas apresentam
ainda uma forte tendéncia para estabelecerem ligacbes com a celulose e com
as substancias pécticas (ALBERSHEIM et al., 1973).

As xiloglucanas estdo presentes na parede celular das
monocotiledéneas, embora em muito menor quantidade do que nas
dicotiledoneas. Nas monocotileddneas parecem apresentar um esqueleto
polimérico de unidades de D-glucose com unidades residuais de D-xilose
enquanto que nas dicotiledéneas apresentam uma constituicdo mais diversa
contendo mondémeros adicionais de galactose e frutose (HATFIELD, 1989).

Alguns autores consideram que a maior parte, se ndo a totalidade, deste
polimero estrutural tem ligagdes por pontes de hidrogénio com a celulose. Esta
opinido resulta da necessidade de utilizagcdo de tratamentos com substancias
alcalinas fortes, para a separagao in vitro das xiloglucanas da celulose e da
capacidade das xiloglucanas se ligarem rapidamente e fortemente com a
celulose (MCNELL et al., 1984).

ALBERSHEIM et al. (1983), referem que as xiloglucanas desempenham um
papel regulador no crescimento das dicotiledéneas embora EDELMANN e FRY
(1992) sejam mais abrangentes, referindo mesmo que as xiloglucanas
apresentam um papel importante no controlo hormonal do crescimento das

células vegetais.
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Nas leguminosas, as principais hemiceluloses sédo as xiloglucanas que
representam 20-25% do peso da matéria seca (CoLL et al., 1992) e que se
localizam maioritariamente na parede primaria (DEY e BRINSON, 1985), As
monocotileddneas contém menos de 2% de xiloglucanas (VARNER e LIN, 1989).

As xiloglucanas sdo cadeias lineares de p-1,4 glucose que possuem
lateralmente algumas unidades de xilose em geral unicas, mas que podem ser
prolongadas por moléculas de galactose ou de fucose. Podem estar ligadas a
celulose tanto por pontes de hidrogénio como por ligagdes covalentes (JARRIGE
et al., 1995).

3.3 - PECTINAS

O termo pectinas ou substancias pécticas abrange uma mistura
complexa de polissacarideos (Quadro 3.1) que se encontram principalmente na
lamela média e, em menor grau, na parede primaria da célula vegetal (Figura
3.3), sobretudo das dicotiledéneas (McNEIL et al., 1984). As substancias
pécticas tém um peso molecular relativamente baixo que varia entre 20000 e
360000 Daltons (GRENET e BESLE, 1991), e podem ser extraidas com agua
quente ou com solugbes aquosas de agentes dissolventes como o
etileno-diamida-tetracetato (EDTA) ou o oxalato de amonio (Quadro 3.1). Tém
a particularidade de fixarem catides (Ca’") apresentando propriedades
gelificantes (JARRIGE et al., 1995).

Podem ser divididas numa fracgao neutra, as arabogalactanas, e numa
fraccdo acida, onde o acido D-galacturdnico é o constituinte caracteristico sob
a forma de cadeias homogéneas (homogalacturonanas) ou interrompidas por
unidades de ramnose (ramnogalacturonanas) (JARRIGE et al., 1995; MCNEIL et
al., 1980, citado por WALLACE, 1989).

As ramnogalacturonanas (Figura 3.7) s&o as pectinas mais importantes
e 0 seu esqueleto é constituido por ligagdes a-1,4 de acido D-galacturénico
com residuos de ramnose, a razdo de 1 molécula de ramnose para 2-12
moléculas de acido D-galacturdénico. Apresenta cadeias laterais de galactose,

arabinose ou fucose (GRENET e BESLE, 1991; THIBAULT e COLONNA, 1986). Os
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radicais acidos podem estar mais ou menos metilados ou neutralizados por
ides Ca™, K" ou Na’ o que determina propriedades de solubilizacdo e
gelificacdo interessantes (JARRIGE et al., 1995). Podem ser divididas em
ramnogalacturonanas | (RG-1) e ramnogalacturonanas Il (RG-II).

Cadeias
laterais CH3 COOCH3 COOH
o) } o } o,
R o G [+) G )
OMN\OH OH OH
3 1, T
d 5
“=__Cadeias
5 o laterais
° 5
o
o’ N3
z
J o
g
o 5
o

Figura 3.7 - Estrutura da ramnogalacturonana (G - acido galacturénico;
R - ramnose) (adaptada de THIBAULT e COLONNA, 1986).

A RG-l foi pela primeira vez isolada por extraccdo com
endo-poligalacturonase e consiste num esqueleto constituido por ligagdes
alternadas da L-ramnose e residuos do acido D-galacturénico. Na RG-I, com
um peso molecular de aproximadamente 2000 daltons, metade das unidades
de ramnose estao ramificadas ao nivel de O-4, tanto com a L-arabinose, como
com a D-galactose, podendo ainda conter pequenas quantidades de L-fucose
(WALLACE, 1989).

A RG-Il é um polissacarideo complexo, onde existem mais de vinte
ligacdes glucosidicas. E composta por cerca de trinta residuos glucosidicos
contendo, pelo menos, doze glucidos diferentes como por exemplo, o
2-O-metilfucose, o 2-O-metilxilose, o 3-C-carboxi-5-deoxi-L-xilose e o acido
3-deoxi-D-mano-a-octolusénico. A RG-Il esta presente em varias plantas
angiospérmicas, em algumas gimnospérmicas e em monocotiledébneas como o

arroz e a aveia (WALLACE, 1989).
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As homogalacturonanas sdo grandes moléculas de residuos de acido
galacturdnico, unidos entre si por ligagdes glucosidicas a-1,4, apresentando na
sua maioria os grupos carboxilo esterificados com grupos metilo (CoLL et al.,
1992; VARNER e LIN, 1989). Existem na parede celular primaria e, através de
ligacbes covalentes, podem estar associadas a outros polimeros da parede
celular (McNEILL et al., 1980 citado por WALLACE, 1989).

As arabogalactanas, menos importantes quantitativamente, sao
substancias pécticas neutras que estdo presentes na parede celular primaria
de numerosas monocotiledoneas (JARRIGE et al., 1995). S&do, como o nome
indica, polimeros da arabinose e da galactose. De acordo com WALLACE
(1989), existem dois tipos de arabogalactanas. A mais comum, consiste numa
cadeia linear de moléculas de galactose unidas por ligagbes p-1,4, onde
aparecem, ocasionalmente, cadeias laterais de residuos de arabinose ligadas
ao esqueleto no O-3 da galactose (Tipo I). O Tipo Il das arabogalactanas
consiste numa sequéncia de unidades de galactose, unidas através de ligagdes
B-1,3 e B-1,4 as quais estdo ligadas, pontualmente, cadeias laterais de
residuos de arabinose.

As arabinanas, polimeros pouco importantes quantitativamente nas
substancias pécticas, sao constituidas por cadeias de L-arabinofuranose, muito
ramificadas. O padrao das suas ligacbes quimicas € muito complexo o que
torna dificil pormenorizar a sua estrutura. De acordo com WALLACE (1989),
nunca foram identificadas nas monocotiledéneas e na parede celular primaria.

Nao tendo ligagbes covalentes com a lenhina, as pectinas estao
completamente disponiveis para a fermentagdo microbiana sendo
suficientemente soluveis ao ponto de poderem ser consideradas hidratos de
carbono soluveis (CHESSON e MONRO, 1982 citados por JARRIGE et al., 1995).
Segundo os mesmos autores as leguminosas forrageiras contém entre 6 e 8%
de substancias pécticas, por vezes 10%, enquanto que as gramineas contém
apenas 1 a 3% sendo, no entanto, mais ricas em acido galacturonico e em
galactose.

VAN SOEST (1994) refere que as pectinas sao muito mais abundantes
nas dicotiledoneas do que nas monocotiledéneas podendo atingir, segundo

DEY e BRINSON (1984), mais de 20% da matéria seca total. A polpa de citrinos e
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a polpa de beterraba sao dois sub-produtos muito ricos em substancias
pécticas, contendo entre 20 e 30% de pectinas (PHATAK et al., 1998; MITCHELL e
TAYLOR, 1983).

3.4 — LENHINA E ACIDOS FENOLICOS

A lenhina é um heteropolimero nao glucosidico tridimensional formado
por monémeros do tipo fenil-propano (Figura 3.8) que também impregna a
parede celular secundaria conferindo ao vegetal propriedades de
impermeabilizagéo e resisténcia ao ataque microbiano (MONTIES, 1991).

Alcool Cumarilico Alcool Coniferilico Alcool Sinapilico
CH= CH— CHoOH CH= CH— CHoOH CH= CH— CHoOH
HaCO HaCO OCHg
OH £ OH

Figura 3.8 - Estrutura dos trés alcoois constituintes da lenhina (ciclos
OH — hidroxibenzilo; G — guaiacilo; S - siringilo (adaptada de JARRIGE et al., 1995).

Segundo JARRIGE et al. (1995) e CoLL et al. (1992), a lenhina é um
polimero fendlico amorfo muito hidréfobo que incrusta a rede de microfibrilas da
célula vegetal, constituindo a principal fracgdo n&do glucidica da parede celular.
A sua importancia na parede celular vai diminuindo da lamela média para a
parede celular secundaria (Figura 3.3), sendo responsavel pela rigidez da
planta. Fortalece os tecidos de suporte e desempenha um papel importante no
transporte de agua, nutrientes e metabolitos. Para além disto, a quantidade de
lenhina, a sua localizacdo e estrutura constituinte sdo muitas vezes
consideradas factores determinantes que definem a capacidade de utilizacao
das paredes celulares das plantas (OBsST, 1993). RODRIGUES (1999) refere

mesmo que as unidades fenodlicas que constituem a lenhina devem ser
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consideradas parte integrante do sistema de proteccéo das plantas contra os

herbivoros.
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Figura 3.9 — Representacdo esquematica da estrutura complexa da lenhina do
abeto (ALDER, 1977 citado por HALUK, 1994).

A quantidade de lenhina é mais elevada nos caules do que nas folhas,
depositando-se nos tecidos que vao envelhecendo como acontece, por
exemplo, durante a lenhificagdo generalizada das palhas. A lenhificagdo
aumenta fortemente em determinados periodos de crescimento da planta de tal
modo que, no trigo, o aumento é muito acentuado nas duas semanas que
antecedem o espigamento (STONE et al., 1951 citados por JARRIGE et al., 1995).
Segundo JARRIGE et al. (1995), a lenhina constitui entre 10 a 15% da matéria
seca da parede celular.

A lenhina possui uma molécula tridimensional muito complexa (Figura
3.9), constituida por unidades fenilpropanoidicas amorfas (Cs-C3) de elevado
peso molecular que se integra nos compostos fendlicos poliméricos (SUSMEL e
STEFANON, 1993).
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Ha trés grupos principais de lenhinas, baseados nas unidades
constituintes e nas ligagbes existentes. Segundo HiGucHI (1981) citado por
WALLACE (1989), os trés grupos sao:

- lenhina tipica das gimnospérmicas, em que existe apenas uma unidade
estrutural, o guaiacilo, um polimero resultante da desidrogenagdo do alcool
coniferilico;

- lenhina tipica das angiospérmicas, onde existem duas unidades
estruturais, guaiacilo-siringilo, um polimero misto dos alcoois coniferilico e
sinapilico;

- lenhina tipica das forragens (monocotiledéneas), onde existem trés
unidades estruturais do tipo guaiacilo-siringilo-p-hidroxifenilo, um polimero
misto dos alcoois coniferilico-sinapilico e p-hidroxifenilico.

WALLACE (1989), isolou do feno de azevém e da palha de aveia dois
tipos de lenhina. Constatou que, um deles, era constituido por pequenas
moléculas ricas em siringilo enquanto que o outro continha grandes moléculas
também ricas em siringilo. A primeira existia na parede celular secundaria e a
segunda na parede celular primaria o que confirma os resultados de BUXTON e
RusseL (1988), que verificaram o enriquecimento da lenhina em unidades
siringilo com o envelhecimento da planta.

A lenhina das leguminosas € menos condensada do que a lenhina das
gramineas (MONTIES, 1991) sendo, nas plantas maduras, mais rica em
unidades guaiacilo e mais pobre em unidade siringilo (BUXTON e RUSSELL,
1988).

As lenhinas das gramineas s&o constituidas por acidos fendlicos de
baixo peso molecular ligados aos polimeros parietais, podendo ser
parcialmente separados por solugdes alcalinas diluidas (HIGUCHI et al., 1967
citado por JARRIGE et al., 1995). Isto originou a distingao efectuada por alguns
autores, entre uma matriz altamente polimerizada e condensada (core lignin) e
os acidos fendlicos, sobretudo acidos ferulico e p-cumarico (acidos
hidroxicinamicos) aos quais correspondem alguns alcoois constituintes da

lenhina; o alcool cumarilico e o alcool coniferilico (JUNG, 1989).
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Na Figura 3.10 esta representada a biossintese das substancias
fendlicas nas plantas superiores, que resultam de um processo complexo de
polimerizagao oxidativa (JARRIGE et al. 1995; VAN SOEST, 1994).

A utilizagdo dos termos “core lignin“ e “noncore lignin®, que pretendem
definir diferentes tipos de lenhina, tem gerado alguma controvérsia.

GORDON e NEUDOERFFER (1973), definiram “core lignin” como sendo a
fraccao constituida pela matriz fenilpropanoidica que se supunha estar ligada
aos hidratos de carbono estruturais da parede celular através de ligagbes éster.
A fracgcdo “noncore lignin® corresponderia ao conjunto de acidos fendlicos
esterificados, ferulico e p-cumarico que, devido a existéncia de dois grupos
funcionais hidroxilo e carboxilo, poderiam actuar como ligagdes entre a “core
lignin“ e os hidratos de carbono estruturais (JUNG, 1989).

Segundo LAPIERRE (1993), as lenhinas s&o classificadas em “core lignin®
e “noncore lignin“ com base na sua relativa susceptibilidade para os processos
de hidrélise. Como ja foi dito, a fraccao “core lignin“ seria representada por
compostos altamente condensados, constituindo o residuo apos a hidrolise. A
fraccdo “noncore lignin® seria representada pelo conjunto de acidos
hidroxicinamicos de reduzido peso molecular e hidrolisaveis. Esta designacao
foi utilizada, apenas, para alguns acidos hidroxicinamicos que se encontram
unidos aos polimeros da parede celular através de ligagdes covalentes. No
entanto, RALPH e HELM (1993), consideram que n&o € possivel distinguir,
efectivamente, os acidos hidroxicinamicos que se encontram ligados a lenhina
e 0s que estdo ligados aos hidratos de carbono estruturais. Acerca disto VAN
SOEST (1994), refere que a aplicagdo do conceito “noncore lignin“ acaba por
implicar também a inexisténcia da fracgdo “core lignin“. Os acidos ferulico e
p-cumarico, envolvidos no processo como possiveis pontos de partida para a
lenhificacdo (JUNG e DEETZ, 1993), ndo devem ser incluidos na lenhina total,
uma vez que podem existir como compostos monométricos individuais das
paredes celulares vegetais (VAN SOEST, 1993).

Os acidos hidroxicinamicos estdo unidos a lenhina e as hemiceluloses
através de ligacbes éster e éter. HARTLEY (1990), constatou a presencga de
dimeros constituidos unicamente por acido ferulico, acido p-cumarico ou pelos

dois acidos. Estes dimeros estdo, sobretudo, presentes nas gramineas,
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existindo também nas leguminosas, representando cerca de um décimo dos

monomeros encontrados em todas as forragens estudadas (ERASO e HARTLEY,

1990).
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Figura 3.10 — Representagdo esquematica da biossintese dos mondmeros

precussores da lenhina (adaptada de VAN SOEST, 1994).

Na parede celular das monocotiledéneas, o acido ferulico € muito mais

importante do que o acido p-cumarico. A sua concentragdo varia pouco na

parede secundaria representando cerca de 0,3% das paredes celulares dos

limbos e 0,5% das paredes celulares dos caules das gramineas temperadas. O

acido p-cumarico raramente detectado nas paredes celulares primarias, é
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dominante nas paredes celulares secundarias e nos caules. A sua importancia
nas paredes celulares aumenta com a idade, tal como acontece com a lenhina,
atingindo valores da ordem dos 0,5% nas gramineas forrageiras temperadas.
No entanto, nos caules do milho e do sorgo o acido p-cumarico pode
ultrapassar valores da ordem dos 1,4% (ERASO e HARTLEY, 1990; CHERNEY et
al., 1989).

Nas gramineas, os acidos fendlicos esterificados representam entre 10 e
15% da lenhina total existente enquanto que as leguminosas contém apenas V4
dos acidos hidroxicindmicos existentes nas gramineas (JARRIGE et al., 1995).
Além disto, a lenhina das monocotiledéneas apresenta o acido p-cumarico
esterificado a grupos hidroxilos terminais das cadeias laterais da lenhina e
acidos p-cumarico e ferulico unidos por ligagbes éter (SCALBERT et al., 1985).

Segundo VAN SOEST (1994), a diferenga fundamental na composi¢céao da
lenhina das gramineas e das leguminosas esta na variavel solubilizagdo por
substancias alcalinas. A lenhina das gramineas € solubilizada em maior
extensdo pelos alcalis, do que a lenhina das leguminosas o que podera ser
consequéncia de um maior numero de ligagdes éster ou de menor teor de

grupos metoxilo.

3.5 — PROTEINAS DA PAREDE CELULAR

A maior parte dos casos em que a proteina da parede celular foi
avaliada, resultou de trabalhos realizados com dicotiledéneas, onde a
percentagem de proteina da parede celular é apreciavel (5-10%) (WALLACE,
1989). Segundo HEREDIA et al. (1993) as proteinas (enzimas, toxinas e
proteinas envolvidas na resisténcia aos microrganismos patogénicos),
constituem cerca de 3 a 6% das paredes celulares das plantas. No entanto, a
composicao desta proteina apresenta, muitas vezes, grandes variacbes na
sequéncia repetitiva dos aminoacidos que a constituem. Com base nisso,
SHOWALTER (1993) dividiu a proteina da parede celular em trés classes:

- (glicoproteinas ricas em hidroxiprolina de que fazem parte as

extensinas, as proteinas das arabogalactanas e as lecitinas;
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- proteinas ricas em glicina;

- proteinas ricas em prolina.

As glicoproteinas ricas em hidroxiprolina tém importancia fundamental
devido as fungdes bioldgicas que desempenham. Segundo VARNER e LIN
(1989), caracterizam-se por possuirem um elevado teor em lisina, serem ricas
em unidades de hidroxiprolina glicolisadas com unidades de arabinose e por
apresentarem estruturas repetitivas.

As dificuldades que existem para a extracgao deste tipo de proteina
sugerem que, grande parte dela € uma proteina estrutural, designada por
extensina (LAMPORT, 1965 citado por JARRIGE et al., 1995). A extensina é sem
duvida a proteina mais importante. Tem na sua composi¢ao mais de 20% de
hidroxiprolina, o aminoacido caracteristico do colagéneo (JARRIGE et al., 1995).
Por esta razdo pensa-se que esta envolvida no controlo da extensibilidade da
parede celular e na resisténcia da célula vegetal a invasdo por agentes
patogénicos (BROWNLEADER et al., 1994; HATFIELD, 1989).

MCNEIL et al. (1984), admitem a possibilidade de ocorrerem ligacoes
covalentes entre as extensinas e as hemiceluloses e substancias pécticas uma
vez que o0 papel que a proteina tem na célula vegetal implica o seu
envolvimento fisico com outros polimeros da parede celular.

Na Figura 3.11, pretende-se representar a estrutura da parede primaria
de uma célula vegetal (KEEGSTRA et al., 1973 citado por COLONNA et al., 1995).
No esquema, as fibrilas de celulose formam uma armadura onde as
xiloglucanas estdo unidas por ligagdes de pontes de hidrogénio. Os grupos de
fibrilas sucessivas sao intercalados por substancias pécticas que estéo ligadas
as xiloglucanas de um lado e as glicoproteinas parietais de outro. Entre as
proteinas da parede celular e as substancias pécticas, existem cadeias laterais
de arabogalactanas.

A hidroxiprolina existe em elevada concentragdo nas leguminosas (20%)
(LAMPORT, 1965 citado por WALLACE, 1989) onde as extensinas também sao
particularmente abundantes (HoobD, 1992).

Uma percentagem elevada de unidades de hidroxiprolina sao

B-O-glicolisadas com cadeias lineares de uma a quatro unidades de arabinose.

Algumas das unidades de serina sdo a-O-glicolisadas com um residuo de
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galactose (BROWNLEADER et al., 1994). Nas cadeias laterais de
L-arabinofuranose, as unidades estruturais encontram-se associadas através
de ligagbes glucosidicas B-1,2. No caso das cadeias de tetrarabinose, o
residuo terminal apresenta ligagdes glucosidicas a-1,3 (FRY, 1991). O mesmo
autor refere que as cadeias de hidratos de carbono representam entre 50 e
60% da massa total da molécula de extensina que, nas dicotiledoneas,
apresenta em solugdo uma estrutura helicoidal relativamente rigida

denominada Poliprolina Il.
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Figura 3.11 — Estrutura da parede primaria da célula vegetal, com destaque
para o posicionamento das proteinas parietais (adaptada de KEEGSTRA et al., 1973
citado por COLONNA et al., 1995).

A extensina das monocotiledéneas € caracterizada por possuir um baixo
grau de glicosilacdo nas unidades de hidroxiprolina onde 76% dos residuos n&o
apresentam ramificagdes (FRY, 1991). No milho foram ja caracterizadas duas
extensinas, uma rica em hidroxiprolina, lisina, prolina, serina e treonina com
conformagao aleatdria em hélice e outra rica em hidroxiprolina, histidina e
alanina (CARPITA, 1996; SHOWALTER, 1993).

Além da hidroxiprolina, as extensinas tém na sua constituigdo outros
aminoacidos como a histidina, a lisina, a serina, a tirosina e a valina sendo
pobre em aspartato e glutamato (CASSAB e VARNER, 1988).

Um outro grupo de proteinas ricas em hidroxiprolina € o das proteinas
das arabogalactanas, com um grau de polimerizagdo superior ao das

extensinas. Sdo compostos hidrossoluveis com elevado grau de acidificacdo
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(FRY, 1991). Séo constituidos por dois hidratos de carbono, a L-arabinose e a
D-galactose, constituindo-se em cadeias polissacaridicas de B-1,3 galactose
ramificadas lateralmente com (-1,6 galactose. As cadeias laterais tém por
vezes, ramificagbes com arabinose e outros monossacarideos menos
abundantes (FINCHER et al., 1983).

Outro grupo de proteinas ricas em hidroxiprolina sdo as lecitinas.
Segundo VARNER e LIN (1989), as lecitina, para além da hidroxiprolina, tém na
sua constituicdo serina a razdo de 4:1, contendo também alanina, cisteina, e
glicina. As cadeias glucidicas sdo compostas por trés a quatro unidades de
arabinose ligadas a hidroxiprolina e alguns monémeros de galactose ligados a
serina (SHOWALTER, 1993). Tal como as extensinas, as lecitinas tém localizagéo
extracelular, sdo ricas em arabinose, hidroxiprolina, serina e tém liga¢des
semelhantes entre os hidratos de carbono e os aminoacidos constituintes.

As outras duas classes sao as proteinas ricas em glicina e as proteinas
ricas em prolina. Estas estdo menos estudadas tanto em relagcdo a sua
estrutura como em relagao as fungdes que desempenham na parede celular.

SHOWALTER (1993) refere que as proteinas ricas em glicina s&o
caracterizadas pela sua estrutura primaria repetitiva sob a forma de pequenas
unidades sequenciais de aminoacidos, contendo 70% de glicina. O mesmo
autor refere a existéncia de dois tipos de proteinas ricas em glicina, um
caracteristico da parede celular e outro existente no citoplasma de célula
vegetal.

Em relagdo as proteinas ricas em prolina também se considera a
existéncia dois tipos. Num deles, a proteina faz parte da parede celular e no
outro a proteina rica em prolina é produzida em resposta as infecgdes
provocadas na planta pelas bactérias que fixam o azoto (SHOWALTER, 1993).

A partir dos dados quantitativos existentes, podemos concluir que as
glicoproteinas representam uma pequena quantidade do azoto total existente
nas plantas forrageiras inteiras. As matérias azotadas presentes nos residuos
da parede celular, tanto na parede celular total (NDF) como na fraccédo ADF,
sdo essencialmente proteinas intracelulares insoluveis (JARRIGE et al., 1995)
com uma composicgao idéntica a proteina dos conteudos citoplasmicos, embora

com maior quantidade de hidroxiprolina (GORDON et al., 1985).
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“...also lignocellulosic feeds of better quality can
be used in such a way. To obtain most profit
from such feeds under these circumstances,
attention should be paid to way of feeding as
well as type of the better-quality feed.”

A.J. H. Van Es, 1985

Capitulo 4 — DEGRADACAO DA PAREDE VEGETAL

No rimen, a degradacdo dos polissacarideos constituintes das paredes
vegetais é realizada por um conjunto trés populacbes microbianas presentes
neste ecossistema: as bactérias, os protozoarios e os fungos. Dentro de cada
classe destes microrganismos, diferentes espécies actuam nesta degradacéo
e, ao nivel celular, diferentes enzimas sdo sintetizadas. Esta diversidade do
ponto de vista enzimatico, de espécies e de populagbes, representa, sem
davida, uma vantagem ecoldgica para o ruminante, permitindo-lhe assegurar,
de maneira extremamente eficaz, a degradagéo dos constituintes citoplasmicos

e parietais das células vegetais.

4.1 — ENZIMAS NECESSARIAS PARA DEGRADAR A PAREDE VEGETAL

A diversidade de enzimas produzidas por um microrganismo reflecte a
diversidade das moléculas que constituem as paredes vegetais e a diversidade
de ligagBes quimicas existentes entre os polissacarideos. Com efeito, as
paredes vegetais sdo essencialmente compostas de microfibrilas de celulose
incluidas numa matriz composta por numerosos outros polissacarideos, as
hemiceluloses e as pectinas, e a lenhina (Figura 4.1) (JARRIGE et al., 1995;
Aman, 1993).
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Celulose Hemicelulose |enhina
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ennina Pontes de covalentes
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Figura 4.1 - Modelo mostrando a associacdo entre a celulose, as

hemiceluloses e a lenhina na parede celular da madeira (a - corte transversal; b - corte
longitudinal) (adaptada de FENGEL e WEGENER, 1984 citados por GRENET e BESLE,
1991).

Como ja foi referido, a celulose é um composto estrutural das paredes
celulares dos vegetais superiores. E um homopolimero formado por longas
cadeias lineares de unidades de D-glucose ligadas entre si por ligagbes 3-1,4.
Também se estabelecem algumas ligacdes de hidrogénio intermoleculares e
intramoleculares (Figura 4.1), definindo zonas muito organizadas ou cristalinas,
separadas por regides amorfas. A associacdo das cadeias de celulose forma
microfibrilas que se organizam em fibras (ToMMmE et al.,, 1995). Os outros
polissacarideos estruturais podem ser de composicdo muito diversa e sdo
essencialmente heteropolimeros de estrutura complexa. Encontramos xilanas,
compostos maiores dos polissacarideos nédo celulésicos, glucanas,
xiloglucanas, ramnogalacturananas, arabinanas, arabinogalactanas, mananas
e glucuronomananas (AmAN, 1993). As paredes vegetais podem ser mais ou
menos lenhificadas e a sua composicdo em celulose e polissacarideos nao
celulésicos, assim como a sua proporcao relativa, varia segundo a natureza do
vegetal (mono ou dicotiledénea), o tecido considerado (parede primaria ou
parede secundaria) e a idade da planta, entre outros factores. Os diferentes
componentes estdo ligados entre si por ligagdes covalentes, idnicas ou do tipo
hidrogénio, formando uma rede compacta que confere a parede vegetal rigidez
e resisténcia a degradacdo pela populacdo microbiana do rimen (JARRIGE et
al., 1995; ToMME et al., 1995; AMAN, 1993; HATFIELD, 1993).
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Na Figura 4.2 é possivel ver um modelo de organizacdo da parede
primaria de uma graminea. A celulose estd ligada aos outros polimeros,
principalmente as glucanas, xilanas, xiloglucanas por ligacdes de hidrogénio.
Algumas ligacdes do tipo éster sdo estabelecidas, por exemplo, entre os acidos
poligalacturénicos e as arabinogalactanas e do tipo éter entre os residuos de
arabinose das xiloglucanas e os &cidos fendlicos da lenhina. A presenca da
lenhina estd muitas vezes correlacionada com uma diminuicdo da
digestibilidade dos vegetais e o tipo e o grau de ligagcbes entre a lenhina e os

outros constituintes parietais parece ser o factor limitante (FORANO, 1998).
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Figura 4.2 — Representacdo esquematica da composicdo da parede primaria
de uma graminea (adaptada de HATFIELD, 1993

A degradacdo dos diferentes polimeros em compostos simples,
utilizaveis como fonte de energia pelos microrganismos do ramen, necessita de
uma multiplicidade de enzimas (Figura 4.3).

Com efeito, as enzimas hidrolisam as cadeias de polimeros, mas
também sdo necessarias enzimas para degradar as ligacdes entre polimeros
(FORANO, 1998).
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A hidrélise completa da celulose em mondémeros, requer a acgao
sinérgica das endoglucanases, enzimas que hidrolizam aleatoriamente as
ligagbes situadas no interior das cadeias, e das exoglucanases ou
celobiohidrolases, enzimas que libertam unidades de celobiose, dimero de
glucose, a partir da extremidade da cadeia. No final, a presenca de uma
B-glucosidase ou celobiase, enzima que quebra a ligacdo p-1,4 da celobiose

origina duas moléculas de glucose (TOMME et al., 1995).
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Figura 4.3 — Representacdo esquematica da acc¢do enzimatica sobre as
principais ligacbes quimicas que se encontram na parede celular das plantas
forrageiras (adaptada de FONTY et al., 1995). (A-celulose; B-xilana; Af-arabinose; Fer-
acido ferulico; Cou-acido cumarico; G-glucose; mGlu-acido 4-0-metil-glucurénico; X-xilose; Ac-
acetato; l-exoglucanase; 2-endoglucanase; 3-celobiase; 4-exoxilanase; 5-endoxilanase; 6-
xilosidase; 7-a-L-arabinofuranosidase; 8-&cido ferdlico ou cumdrico esterase; 9-0-acetil
xilanase esterase; 10-a-glucuronidase).

Também para a hidrolise das xilanas, a populacdo microbiana do rimen
necessita de produzir enzimas endoxilanases, exoxilanases e xilosidases
sendo também necessarias, neste caso, enzimas desmembrantes do tipo
esterases (Figura 4.3) (SELINGER et al.,, 1997). A accdo das esterases é
particularmente importante, ja que estas enzimas permitem a ruptura de
ligacbes entre lenhinas e xilanas, tornando estas Uultimas acessiveis as
xilanases, o0 que vai aumentar a digestibilidade da parede vegetal (FORANO,

1998).
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Os microrganismos do rumen estudados até ao momento, possuem
equipamento enzimatico que lhes permite hidrolisar a quase totalidade das
ligacdes quimicas presentes nos compostos parietais excepto a lenhina, cuja
degradacdo necessita da presenca de oxigénio, ndo podendo ter lugar no

rimen (CHESSON e FORSBERG, 1997; FONTY et al., 1995).

4.2 - OS MICRORGANISMOS DO RUMEN IMPLICADOS NA DIGESTAO DA

PAREDE CELULAR

4.2.1 - BACTERIAS

Apesar do papel importante que as populacdes de protozoarios e fungos
do rimen tém na digestdo da parede celular vegetal, sdo as bactérias os
microrganismos mais activamente implicados neste processo. As bactérias sao
importantes qualitativamente, pela sua alta actividade enzimatica, e
quantitativamente, pela amplitude da sua repercussao devido a sua elevada
concentragcdo no rimen.

Tendo em conta o nimero (10° células.ml™) e a aptiddo para hidrolisar a
celulose, as trés espécies bacterianas celuloliticas predominantes no riamen
sdo Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens e Ruminococcus
albus (FONDEVILA, 1998; CHESSON e FORSBERG, 1997; STEWART et al., 1997;
FONTY et al.,, 1995). Tém caracteristicas peculiares que as diferenciam de
outras espécies que podem estar também implicadas na degradacédo da parede
celular. As bactérias celuloliticas secundarias como Butyrivibrio fibrisolvens,
dos quais s6 algumas estirpes sdo celuloliticas, Clostridium longisporum,
Clostridium locheadii e Eubacterium cellulosolvens, tém uma importancia
reduzida na digestao da parede celular (STEWART et al., 1997; DEHORITY, 1993).
Nas trés ultimas espécies referidas, a pouca importancia resulta da sua
escassa concentracdo no ramen e tanto as estirpes Butyrivibrio fibrisolvens
(AKIN e RiIGsBY, 1985) como Clostridium longisporum (VAREL et al., 1995) ndo
possuem estruturas de adesdo em relacdo a celulose, o que limita a sua

capacidade de accao para a digestado deste substrato.
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E necessario considerar ainda outras espécies de bactérias n&o
celuloliticas que, utilizando produtos resultantes da hidrolise da parede vegetal,
podem contribuir de forma determinante para evitar efeitos de retro-inibicéo
enzimatica por acumulacdo de produtos resultantes do catabolismo. Ao mesmo
tempo, fornecem ao meio ruminal nutrientes essenciais como 0 amoniaco e 0s
acidos gordos ramificados, para serem utilizados pelas bactérias mais
activamente implicadas no processo de digestao da parede celular (FONDEVILA,
1998).

Embora as bactérias celuloliticas se caracterizem pela sua alta
especializacdo, no Quadro 4.1 € possivel constatar que a maioria das bactérias
que fermentam os hidratos de carbono podem utilizar uma grande diversidade
de monossacarideos e dissacarideos como nutrientes, incluindo aqueles
derivados da fermentacao dos polissacarideos estruturais.

Outros autores (FORANO, 1998, CHESSON e FORSBERG, 1997; STEWART et
al., 1997; FonTy et al., 1995) referem que as principais espécies celuloliticas
degradam igualmente, de forma muito eficaz, os outros polissacarideos da
parede vegetal ainda que sejam incapazes de os utilizar. Por exemplo, a
espécie Fibrobacter succinogenes utiliza exclusivamente a glucose e a
celobiose como fonte de carbono e de energia, o que mostra a sua grande
especializacdo na funcdo celulolitica. Por seu lado, as espécies bacterianas
secundarias como Butyrivibrio fibrisolvens e a n&o celulolitica Prevotella
ruminicola, degradam eficazmente as xilanas. A bactéria Prevotella ruminicola
€ incapaz de degradar a celulose, mesmo podendo utilizar as celodextrinas
como fonte de energia.

Ou seja, as bactérias celuloliticas utilizam unicamente a celulose e os
seus produtos como nutrientes pelo que se vém obrigadas a especializarem-se
na hidrolise daquele polimero e dos seus produtos (celodextrinas). A hidrélise
ocorre num meio liquido que favorece a competicdo entre uma grande
variedade de microrganismos e onde a composi¢cado quimica e a estrutura das
forragens ingeridas apresenta grande diversidade e complexidade. Para o
conseguirem, as bactérias tém que sintetizar grande quantidade e variedade de
enzimas garantindo a sua accao perante uma ampla diversidade de substratos
(FONDEVILA, 1998).
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De acordo com WEIMER (1996), as celulases localizam-se principalmente
na superficie das bactérias para favorecer o contacto com o substrato. No
mesmo sentido, as bactérias celuloliticas desenvolveram diversos mecanismos
muito especializados de aderéncia intima aos substratos. Estes mecanismos
evitam a degradacdo das celulases pelas proteases ruminais, protegem as
bactérias da accdo predadora dos protozoarios e evitam a saida do ramen.
Também favorecem a captacdo preferencial dos produtos resultantes da

hidrélise em relagéo a outras espécies bacterianas.

Quadro 4.1 - Utilizacdo dos hidratos de carbono pelas bactérias ruminais,
celuloliticas e ndo celuloliticas (adaptado de WEIMER, 1996 citando HUNGATE, 1966 e
RUSSELL, 1985).

Mono e
Dissacarideos

Espécies bacterianas Polissacarideos

Celuloliticas

Fibrobacter succinogenes
Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus albus

celulose, celodextrinas G,C
celulose, xilanose, pectina, celodextrinas C
celulose, xilanose, celodextrinas G,C XA

Celuloliticas secundarias

Butyrivibrio fibrisolvens celulose, xilanose, dextrina, pectina,
celodextrina G, Ga,Mn,F,M,X,L,C
Clostridium longisporum celulose G,Ga F,C,M,L, S

Clostridium locheadii celulose, dextrina GM,S

Nao celuloliticas
Prevotella ruminicola
Ruminobacter amylophilus

pectina, amido, dextrina, celodextrinas G,Ga,F,L,C, X, AR,M
amido M

Selenomonas ruminantium
Streptococcus bovis
Succinomonas amylolytica
Succinivibrio dextrinosolvens

amido, dextrina, celodextrinas
amido, celodextrinas

amido, dextrina

dextrina, pectina

G GaFH,X,ACMLS
G,Ga,F,Mn,C,M,L, S

G,Ga,Mn, X, M,A F,S

A-arabinose; C-celobiose; Fr-frutose; G-glucose; Ga-galactose; L-lactose; M-maltose; Mn-
manose; R-ramnose; S-sacarose; X-xilana

DEHORITY (1993),

capacidades para degradar os substratos fibrosos, obteve resultados muito

comparado as espécies em relacdo as suas
diferentes devido, basicamente, a variedade dos substratos e as estirpes
bacterianas utilizadas. Refere que algumas das espécies bacterianas mais
abundantes no raimen como Butyrivibrio fibrisolvens e Prevotella ruminicola séo
capazes de hidrolisar, além da celulose, da pectina e das hemiceluloses, outros
polissacarideos em menor grau, podendo mesmo utilizar as pentoses e 0s

acidos uronicos resultantes.
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No Quadro 4.2 é possivel verificar que as trés espécies celuloliticas mais
importantes também tém despolimerases com capacidade para “rasgar” as
cadeias de hemiceluloses e, em menor amplitude, das pectinas das forragens.
Isto resulta da maior especificidade das glucanases pelo tipo de ligactes
existentes nas hemiceluloses, ainda que Fibrobacter succinogenes nao seja
capaz de utilizar os produtos resultantes da hidrélise e Ruminococcus
flavefaciens o faga de forma reduzida. (FONDEVILA e DEHORITY, 1994).

Quadro 4.2 - Nivel da digestédo da parede celular das forragens e utilizacdo dos
produtos resultantes por culturas puras de diferentes estirpes bacterianas (g.Kg™)
(adaptado de DEHORITY, 1993).

Digestao Digestao Utilizacao Digestdo  Utilizacéo
celulose  hemiceluloses hemicelulose pectina pectina

GR LG GR LG GR LG GR LG GR LG

F. succinogenes

A3c 794 616 540 603 21 51 - - - -
S85 810 642 773 621 30 0 - - - -
R. flavefaciens

Bla 581 252 566 446 230 101 - - - -
B34b 563 541 778 563 0 21 713 705 298 304
Cla 488 478 - - 0 85 - - - -
R. albus

7 573 534 609 501 460 269 - - - -
B. fibrisolvens

H10b 149 59 519 354 413 341 - - - -
D1o6f - - - - - - 550 367 526 366
P. ruminicola

H8a 7 19 47 336 61 339 - - - -
23 - - - - - - 550 367 526 366

GR - graminea (Bromus inermis); LG — leguminosa (Medicago sativa)

4.2.2 - PROTOZOARIOS

O efeito dos protozéarios sobre a digestéo da fibra depende do papel e da
importancia relativa dos distintos géneros e espécies no ecossistema ruminal
(JOUANY e USHIDA, 1994; WiLLIAMS e COLEMAN, 1988). Em geral, a presenca de
protozoarios aumenta, directa ou indirectamente, a digestdo ruminal da
celulose e da hemicelulose quando comparados com animais cujo licor de

rimen esta desprovido de protozoarios (JOUANY e USHIDA, 1994).
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Ainda que a actividade das enzimas implicadas na hidrélise da celulose
como as endoglucanases, as B-celobiosidases e as p-glucosidases por um
lado, e outras enzimas como as hemicelulases e as xilanases por outro,
tenham sido encontradas nos protozoarios do rumen (WILLIAMS et al., 1984),
alguns autores continuam a especular sobre se a sua accdo também nao sera
devida, pelo menos em parte, as enzimas das bactérias que sao fagocitadas
(DEHORITY, 1993).

Quadro 4.3 - Degradacéao (%) de substratos celulésicos por culturas puras de
protozoarios, durante 24 horas (HEC — hexa-etilcelulose; CMC — carboximetilcelulose)
(JOUANY e USHIDA, 1994).

Celulose cristalina HEC CMC
Eudiplodinium 249 +7,8 62,0 +£3,8 62,8 +0,7
Polyplastron 30,6 £2,9 55,2 £5,5 60,3 +1,3
Epidinium 10,0 £2,7 62,3 +0,9 63,7 +2,6
Entodinium vestigios 28,7 +1,7 22,7+11
Isotricha 54+1,7 54,1 +0,8 42,3 +3,9

A partir de estudos com protozoarios cultivados in vitro, tratados com
antibiéticos para eliminar a possivel contaminacdo bacteriana (Quadro 4.3),
observou-se que 30% de uma celulose cristalina foi degradada por protozoarios
dos géneros Eudiplodinium e Polyplastron, e cerca de 10% por protozoarios do
género Epidinium (JOUANY e USHIDA, 1994). Os mesmos autores verificaram,
também, que a capacidade para degradar substitutos da celulose
(hexa-etilcelulose e carboximetilcelulose) foi maior para todos os protozoarios
sendo, no entanto, mais limitada para os géneros Entodinium e Isotricha. No
entanto, o crescimento em meios que incluam polissacarideos estruturais como
Unica fonte de energia, comparativamente com um meio onde nao exista
substrato algum (Quadro 4.4), é muito variavel e somente os protozoarios dos
géneros Eudiplodinium e Epidinium respondem positivamente a adicdo de uma
fonte de celulose e de xilana.

Entre os protozoarios Ophryoscolecidae, 0s que pertencem aos géneros
Eudiplodinium, Polyplastron e Epidinium degradam activamente as xilanas,
utilizando os produtos finais como fonte de nutrientes. Degradam também os
substitutos da celulose com baixo grau de cristalinidade, ainda que nédo sejam

capazes de utilizar os produtos finais da hidrélise. Somente os protozoarios dos
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géneros Eudiplodinium e Polyplastron sdo capazes de digerir e utilizar a

celulose cristalina.

Quadro 4.4 — Efeito do substrato sobre alguns géneros de protozoéarios do
ramen. Os valores referem-se a variacdo percentual da populacao protozoaria apds 24
horas de incubag&o (CMC — carboximetilcelulose) (JOUANY e USHIDA, 1994).

Controlo Amido Celulose Xilana CMC
cristalina
Eudiplodinium <5 401 147 200 <5
Polyplastron 34 85 58 60 15
Epidinium 6 12 9 100 <5
Entodinium <5 <5 <5 <5 <5
Isotricha 95 181 89 77 103

Os protozoarios do género Entodinium nédo séo capazes de actuar sobre
aqueles tipos de substratos, ainda que os do género Isotricha tenham certa
actividade B—glucanase néo utilizando, no entanto, os produtos da hidrolise da
celulose para o seu crescimento (JOUANY e USHIDA, 1994; WILLIAMS et al.,
1984).

Quadro 4.5 - Efeito dos protozoarios ciliados do rimen na digestdo dos
constituintes da parede vegetal (%) (adaptado de USHIDA et al., 1990).

Carneiros Desfaunados Refaunados

Alimento Palha Palha+milho Palha Palha+milho

Digestibilidade no rimen

Matéria organica 43,9 39,2 45,5 50,0
NDF 58,8 40,9 63,9 59,2
ADF 58,0 45,5 59,6 59,7
Hemiceluloses

Arabanas 72,5 61,1 79,2 69,9
Xilanas 62,5 42,6 69,7 64,7
Mananas+galactanas 73,9 38,9 81,5 62,9

NDF - Fibra de detergente neutro; ADF - Fibra de detergente acido.

A capacidade de despolimerizar as pectinas esta presente em algumas
espécies de protozoéarios. No entanto, segundo ORPIN (1984), a possibilidade
daqueles protozoarios utilizarem os produtos finais como fonte de energia é
minima. A capacidade dos protozoarios para aderirem as particulas vegetais €

reduzida, excepto no caso dos holétricos (protozoarios ciliados cuja ciliatura
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uniforme reveste todo o corpo) estimulados, provavelmente, por quimiotactismo
para com os acucares soluveis (BAucHop, 1989).

Embora alguns autores tenham verificado uma diminuicdo na
degradacédo da parede celular no rimen de carneiros desfaunados (Quadro
4.5) com um correspondente aumento da digestdo intestinal da fibra, néo
suficiente para compensar o descréscimo da digestdo no ramen, (USHIDA et al.,
1990), podemos considerar que a actividade fibrolitica dos protozoarios € muito
reduzida (FONDEVILA, 1998).

4.2.3 - FUNGOS

ORPIN ao identificar em 1975 os zoosporos de fungos do ecossistema
ruminal revelou a existéncia daqueles microrganismos, até ai classificados
como protozoarios flagelados, direccionado estudos de microscopia electronica
a colonizacéao fungica dos fragmentos vegetais.

A populacdo de fungos anaerdbicos do rumen estd directamente
relacionada com o conteudo em alimentos fibrosos da dieta do ruminante. A
sua proporcao diminui em dietas ricas em amido ou acgucares soluveis (GRENET
et al., 1989). Os fungos ruminais tém capacidade enzimatica para hidrolisar a
celulose e a xilanose. Parece, no entanto, que ndo tém a mesma capacidade
para hidrolisar as pectinas (FONTY e JOBLIN, 1991).

A sua actividade enzimatica face aos diferentes substratos € variavel
dependendo da sua origem filogenética, em especial da sua estrutura rizoidal.
Segundo BERNALIER et al. (1992) e BORNEMAN e AKIN (1990), os fungos de
algumas espécies Neocallimastrix frontalis, Piromyces comunis e Orpinomyces
joyonii sdo tanto ou mais eficientes na degradacdo dos polissacarideos
estruturais do que as bactérias celuloliticas mais activas.

A contribuicdo dos fungos para a digestao ruminal (Quadro 4.6) e a sua
accao sobre a parede vegetal parece estar relacionada com a intensidade da
sua colonizagao.

Utilizando microscopia electronica, BAucHopP (1989), verificou que o0s
zob6sporos aderem aos tecidos vegetais ndo lenhificados, degradando-os

rapidamente. Aderem de forma ainda mais rapida as particulas vegetais,
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preferencialmente aos estomas e as zonas de corte dos tecidos lenhificados
(esclerenquima e xilema) (GRENET et al., 1989), sendo particularmente activos
em presenca de substratos muito lenhificados (JOBLIN e NAYLOR 1989 citados
por FONDEVILA, 1998).

Quadro 4.6 - Degradacédo de diversos substratos vegetais (% de desaparecimento de
matéria seca) por diferentes espécies fungicas, apés incubacgéo in vitro durante seis
dias (adaptado de FONTY e GOUET, 1994).

Palha de Trigo Azevém Canas de milho
Neocallimastrix frontalis 351 30,0 59,8
Piromyces comunis 26,5 37,5 60,0
Orpinomyces joyonii 33,5 35,2 58,7
Caecomyces comunis 4,8 11,0 58,0

De facto, esta ainda por evidenciar claramente a capacidade dos fungos
utilizarem a lenhina como fonte de nutrientes. No entanto, a espécie
Neocallimastrix frontalis pode solubilizar pequenas quantidades de lenhina da
parede celular vegetal, provavelmente devido a solubilizacdo dos compostos
fendlicos de forma mais eficiente do que as bactérias, aumentando assim a
facilidade de acesso da populagédo bacteriana aos polissacarideos estruturais
(BORNEMAN e AKIN, 1990). Por outro lado, a ac¢do mecanica dos fungos
ruminais sobre a parede celular vegetal diminui a rigidez estrutural das
forragens favorecendo a ruptura das particulas forrageiras e aumentando a
superficie acessivel a accado das bactérias (BORNEMAN e AKIN, 1990; ORPIN,
1984).

Ainda nao esta totalmente quantificada a contribuicdo dos fungos para a
digestdo in vivo da parede celular vegetal. No entanto, FONDEVILA (1998) refere
gue os trabalhos de FONTY et al. (1992) evidenciaram o efeito sinérgico dos
fungos no desaparecimento da matéria seca ou na concentracdo de &cidos

gordos volateis.

4.3 — EQUIPAMENTO ENZIMATICO DOS MICRORGANISMOS DO RUMEN

Diversos estudos bioquimicos tém mostrado que os microrganismos do

rimen produzem numerosas enzimas celuloliticas, muitas vezes associadas a
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complexos de elevado peso molecular, o que torna o seu isolamento muito
dificil.

4.3.1 DESCRICAO DO EQUIPAMENTO ENZIMATICO

Mais de oitenta genes foram isolados, a sua sequéncia de nucleoétidos foi
determinada e as proteinas por eles codificadas foram caracterizadas. Por
exemplo, dezanove genes de glicosil-hidrolases foram clonados a partir de
quatro estirpes diferentes de Fibrobacter succinogenes dos quais treze coddes
para as celulases, um para uma liguenase e cinco para Xxilanases (FORANO,
1998). As celulases e as xilanases foram igualmente purificadas por via
bioquimica a partir de culturas Fibrobacter succinogenes e mais de vinte
enzimas implicadas na degradacdo das paredes vegetais podem ser
produzidas pela estirpe S85 daquela espécie bacteriana (MALBURG et al., 1997,
Yo e FORSBERG, 1996). Uma grande multiplicidade de enzimas em particular de
celulases, das quais algumas apresentam propriedades semelhantes, podem
ser produzidas por Fibrobacter succinogenes. No entanto, o papel que cada
uma tem em relacdo a degradacdo da parede vegetal ndo € ainda bem
conhecido.

Oito genes de celulases e um gene de xilanase foram isolados de cinco
estirpes de Ruminococcus albus, e oito genes de endoglucanases e trés de
xilanases foram clonados a partir de trés estirpes de Ruminococcus
flavefaciens (SELINGER et al., 1997; FORANO et al., 1996). Em cinco estirpes
diferentes de Butyrivibrio fibrisolvens, os mesmos autores, identificaram quatro
genes de celulases e isolaram seis codbes para xilanases e esterases. Um
gene de celulase foi isolado no Clostridium longisporum e genes de
endoglucanases e de xilanases foram igualmente clonados a partir da espécie
bacteriana Prevotella ruminicola.

Também foram isolados genes de celulases e de hemicelulases nos
fungos existentes no ecossistema ruminal. Quatro genes de celulases e oito
genes de xilanases e esterases foram clonados a partir de Neocallimastrix
frontalis, quatro coddes para as xilanases ou manases a partir de Piromyces

comunis, seis genes de celulases, um de liquenase e um de xilanase a partir de
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Orpinomyces joyonii (FORANO, 1998; SELINGER et al.,, 1997; FORANO et al.,
1996).

Dois genes de celulases e dois genes de xilanases foram isolados dos
protozoarios Epidinium caudatum e Polyplastron multivesiculatum, nao
estando, no entanto, ainda caracterizados (SELINGER et al., 1997).

Numerosos genes de hidrolases de microrganismos do rumen tém sido
caracterizado nestes ultimos anos. A andlise da sequéncia de nucleétidos de
genes clonados mostra que um grande numero destas enzimas estdo
organizadas em diferentes moédulos ou dominios, estruturalmente e
funcionalmente independentes. Assim, encontramos, para um mesmo
polipéptido, um ou mais dominios cataliticos que podem ter a mesma
especificidade ou especificidades diferentes, os dominios de ligacéo a celulose,
ou outros dominios cuja funcdo ndo € ainda bem conhecida. Estes diferentes
dominios estdo muitas vezes separados por sequéncias de juncdes ricas em
prolina, treonina e serina, conferindo uma flexibilidade da enzima a este nivel
(TomME et al., 1995).

A organizacdo em multidominios das enzimas € ilustrada na Figura 4.4
gue representa a estrutura primaria de trés xilanases de Ruminococcus
flavefaciens. A Xilanase A (XILA) possui um dominio catalitico xilanase (A)
pertencente a familia 11 das glicosil-hidrolases (ToMME et al., 1995), e um outro
dominio de especificidade diferente, respectivamente esterase e liquenase.
Estas duas enzimas compreendem, igualmente, um dominio de funcao
desconhecida (B) que apresenta semelhangcas com os dominios presentes em
certas xilanases de microrganismos termdfilos tais como Thermotoga maritima
(WINTERHALTER et al., 1995). Neste caso, ao ser isolado um segmento do DNA
de Thermotoga maritima, verificou-se a  existéncia de uma
endo-1,4-B-D-xilanase, tendo sido determinada a sequéncia de nucledtidos do
gene da xilanase designada por XINA, uma das xilanases conhecidas mais
resistentes a temperatura.

A presenca destes dominios nas enzimas de microrganismos mesofilos,
como as bactérias do rumen, ainda ndo foi explicada. A organizacdo em
multidominios das xilanases dos microrganismos do riumen sugere que estas

proteinas evoluiram a partir de uma reserva ancestral de genes (coddes para
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polipéptidos do tamanho de um dominio) que, duplicados e combinado em

ordens diferentes, originaram numerosas enzimas diferentes.

D
3333333333333
9606900606600
SS Xilanase (11) DT DA SJ Liquenase (16)
A C
--: DR S, -.-s- QRRIAXAIR KK HCRA R
XILA N N Lo o eones RRRRSS

SS Xilanase (11) Xilanase (10)

Figura 4.4 - Estrutura modular de trés xilanases (XILA, XINB e XILD) de
Ruminococcus flavefaciens 17 (adaptada de MALBURG et al.,, 1996 citados por
FORANO, 1998).

A estrutura complexa destas xilanases reflecte, sem duavida, a
complexidade das paredes vegetais e as relacdes estreitas estabelecidas entre
os diferentes polissacarideos constituintes daquelas paredes. A presenca de
muitos dominios cataliticos numa mesma proteina permite uma melhor eficacia
da accao da enzima na medida em que, os produtos resultantes da actividade
de um dominio catalitico, podem ser directamente influenciados pelo dominio

adjacente (FORANO, 1998).

4.3.2. ORGANIZAGAO DOS SISTEMAS ENZIMATICOS

Estudos bioquimicos demonstraram que as espécies bacterianas
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens e os
fungos, produzem complexos multi-enzimaticos do tipo celulases e/ou
xilanases que se fixam a celulose (CHESSON e FORSBERG, 1997; WHITE et al.,
1993). Complexos de elevado peso molecular e com actividade celulasica,
foram igualmente encontrados em Fibrobacter succinogenes. Das enzimas
produzidas pela populacdo microbiana do rumen caracterizadas até ao
momento, poucas possuem um dominio de ligacdo a celulose ainda que tais

dominios sejam frequentes nas enzimas produzidas pelas bactérias
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celuloliticas anaerobias estritas existentes noutros ecossistemas (TOMME et al.,
1998; ToMME et al., 1996; ToOMME et al., 1995).

Segundo TomME et al. (1998), os dominios de ligacdo a celulose sdo
discretos modulos proteicos encontrados em grande numero de
carbohidrolases e em algumas proteinas ndo hidroliticas. Para os mesmos
autores, ja foram classificadas cerca de 200 sequéncias com diferentes
propriedades, em 13 familias microbianas diferentes, variando em tamanho de
4 a 20 kDa e ocorrendo internamente nos polipéptidos ou nas posicdes

N-terminal e C-terminal.

Celulose

%

Bactéria Complexo

multienzimatico

Membrana
celular

Figura 4.5 — Representacado da organizacdo de um complexo multi-enzimatico
a superficie da membrana bacteriana. As enzimas sao fixadas a uma proteina que
pode transportar dominios de ligacdo a celulose (DLC), permitindo a adesdo da
bactéria a celulose (adaptada de FORANO, 1998).

A ligacdo ao substrato, no caso da populacdo microbiana do
ecossistema ruminal, parece ser mediada por proteinas especificas
desprovidas de actividade catalitica e presentes nos complexos
multi-enzimaticos referidos anteriormente (CHESSON e FORSBERG, 1997; WHITE
et al., 1993).

Certas enzimas de Ruminococcus sp. ou de fungos anaerdbios possuem
um dominio composto de sequéncias repetidas (Figura 4.3) que permite a sua
fixacdo a uma proteina de juncdo. Esta proteina de juncdo podera associar as
suas enzimas aos constituintes de complexo multi-enzimatico existentes a
superficie celular, como acontece na bactéria termodfila Clostridium
thermocellum (TomME et al, 1995), em Ruminococcus flavefaciens (KIRB et al.,
1997) e nos fungos anaerébios Piromyces comunis e Neocallimastrix frontalis

(FANUTTI et al., 1995), conferindo alguma sinergia ao sistema (Figura 4.5).

48



Degradacdo da Parede Vegetal

De acordo com FORANO (1998), a organizacdo das enzimas da espécie
bacteriana celulolitica Fibrobacter succinogenes ainda ndo é conhecida, mas a
presenca de um sistema multi-enzimético a superficie do microrganismo é
igualmente provavel.

Em conclusédo, podemos dizer que cada microrganismo estudado produz
uma gama variada de mais de vinte enzimas, com muitas proteinas
semelhantes ao nivel da sua estrutura molecular e das suas propriedades
enzimaticas. A multiplicidade e a complexidade encontradas, tanto ao nivel da
estrutura das enzimas como da sua organizacdo em sistema multi-enzimatico,
confere ao ecossistema ruminal a sua grande eficacia para degradar a parede

celular vegetal.
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Necessidades Azotadas e Metabolismo Azotado dos Microrganismos do rimen

“The nitrogenous components of the diet support
the protein metabolism of the rumen organisms
and their host, but the interactions of the diet,
microbes, and animal host that determine the
net supply of protein to the host are complex.”

P. J. Van Soest, 1994.

Capitulo 5 — NECESSIDADES AZOTADAS E METABOLISMO
AZOTADO DOS MICRORGANISMOS DO RUMEN

Os ruminantes sdo animais que podem cobrir as suas necessidades
proteicas vitais através da ingestdo de forragens pobres em proteina e
deficientes em aminoacidos essenciais. Esta capacidade, Unica entre os
mamiferos, estd directamente ligada a actividade dos microrganismos do
ramen. Uma fraccdo importante desta populacdo microbiana tem capacidade
para degradar os constituintes azotados dos alimentos e das células
enddgenas resultantes da descamacao da parede interna do rimen. Também
consegue utilizar a ureia que passa do sangue para o interior do ramen, por
difusado, através da parede ruminal, ou que chega ao rimen através da saliva.
O azoto fica disponivel para a sintese de proteina microbiana, principalmente
sob a forma de amoniaco, aminoacidos e pequenos péptidos.

A passagem da proteina alimentar ndo degradada e da massa
microbiana produzida no ramen, através do omaso, abomaso até chegar ao
intestino, constitui a verdadeira forma de fornecimento de aminoacidos nos
ruminantes.

O metabolismo das substancias azotadas que ocorre no riamen, pode
ser dividido em dois grandes processos. O primeiro corresponde a degradacéo
da proteina alimentar resultante da actividade proteolitica da populacéo

microbiana. O segundo corresponde a sintese de proteina microbiana que
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beneficia da energia que fica disponivel no rimen ap6s a fermentacdo dos

glucidos.

5.1 - DEGRADACAO DO AZOTO PROTEICO

O processo de degradacdo da proteina alimentar depende da taxa de
hidrolise e do tempo que o alimento permanece no rumen. Envolve duas fases.
Primeiro as cadeias proteicas sdo fraccionadas, por hidrélises das ligacGes
peptidicas (protedlise), originando péptidos e aminoacidos que, seguidamente,
sofrem desaminacéo (Figura 5.1).

Proteinas
Baciérias:
(proteases) metabolismo
] exiracelular
Folipéptidos
Prolozoadrios:
(peptidases) metabolismo
] intracelular
Oligopeptidos
(Di & Tripéptidos)
F (peptidases) Utilizados pelas
AN bactérias e pelos
Aminoacidos protozodrios para
: a sintese microbiana
F (desaminases) {metabolizados
Esqueletos carbonatados + amoniaco 2;;?;3’” das

{ AGV ramificados )

Figura 5.1 — Degradacéo das proteinas no rimen (adaptada de JOUANY et al.,
1995).

DEMEYER (1976), citado por TAMMINGA (1979), baseado no aumento do
nivel de aminoacidos livres que aparecem no riumen logo apds a ingestao de
alimentos, considerou que o factor limitante da degradac¢éo proteica no raimen
era a quantidade disponivel de aminoacidos livres. No entanto, NUGENT e
MANGAN (1978) consideraram ser a proteolise o principal factor limitante a

degradacdo da proteina no rumen. Por sua vez, WALLACE et al. (1990b),
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concluiram que era a quantidade de péptidos existentes no rimen que
controlava a taxa de degradacdo da proteina alimentar. Os péptidos sé&o
fraccionados no fluido ruminal, quase exclusivamente por accdo de
aminopeptidases.

Utilizando diferentes substratos DEPARDON et al. (1995) e WALLACE et al.
(1990a), concluiram que a dipeptidil-aminopeptidase tipo | e a
exo-aminopeptidase tinham um papel predominante na hidrolise dos péptidos.

Numerosos estudos sobre o0 metabolismo dos péptidos pelos
microrganismos do ramen, demonstraram o efeito do tamanho dos péptidos e
da hidrofobicidade dos aminoacidos que os compdem no catabolismo dos
péptidos. A hidrofobicidade foi inicialmente estudada por CHEN et al. (1987)
usando a triptona, uma enzima pancreatica que hidrolisa a caseina. Os
mesmos autores, ao realizarem estudos in vitro, verificaram que as bactérias
do rimen tém a mesma afinidade pelos péptidos hidroéfilos e hidréfobos embora
degradem os primeiros duas vezes mais depressa do que 0s segundos.

Outros autores (DEPARDON et al., 1996; DEPARDON et al., 1995), ao
trabalharem com a triptona e com péptidos da proteina da soja,
respectivamente, verificaram que apenas 33% e 75% dos péptidos tinham sido
hidrolisados apds 5 horas de incubacédo. Verificaram também que a populacao
microbiana do rimen nas condigdes em que o estudo foi feito, ndo degrada os
aminoacidos hidroéfilos  significativamente mais depressa do que o0s
aminoacidos hidrofobos.

WRIGHT (1967) citado por DEPARDON et al., (1996), demonstrou que 0s
pequenos péptidos e os aminoacidos eram convertidos em &cidos gordos
volateis mais rapidamente do que os péptidos de maior peso molecular
(>2 kDa) que, por sua vez, eram incorporados preferencialmente na proteina
microbiana, demonstrando a relacdo que o peso molecular dos péptidos tem
com o seu metabolismo pelas bactérias do ramen.

DeEPARDON et al. (1996) e DEPARDON et al. (1995), observaram uma
intensa conversao de péptidos de elevado peso molecular (4 a 2 kDa), em
péptidos de menor tamanho (1 a 0,5 kDa). Verificaram também que a fraccao
de pequenos péptidos (>0,5 kDa) correspondia a 60% do total de péptidos
encontrados no meio, ao fim de 5 horas de incubacao.
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Segundo WESTLAKE e MACKIE (1990), as bactérias do riumen apenas
podem assimilar péptidos com um peso molecular inferior a 750 Da. No
entanto, nos trabalhos de DEPARDON et al. (1996), a proporcédo de péptidos com
aquele peso molecular aumentou, indicando que a producdo de pequenos
péptidos foi maior do que a sua utilizacao pela populacéo bacteriana.

Embora seja geralmente aceite que a protedlise e a desaminacéo estao
condicionadas pelo pH do meio ruminal, varios trabalhos publicados sobre este
assunto ndo sdo coincidentes, podendo-se concluir que h& degradacdo da
proteina alimentar sob os mais diversos valores de pH ruminal. Segundo LEwis
e EMERY (1962) citados por TAMMINGA (1979), o pH Optimo para a protedlise e
para a desaminacdo devera estar situado entre 6 e 7. Experiéncias in vitro
mostraram que 0s limites, maximo e minimo, de pH ruminal para a
desaminacao e consequente producdo de amoniaco, se situam entre 4,5 e 7,7
(CHALMERS, 1969 e LEwIS e EMERY, 1962 citados por TAMMINGA, 1979). H&, no
entanto, espécies bacterianas mais resistentes as variacdes do pH ruminal,
suportando a espécie Prevotella ruminicola valores de pH 4 (MARTIN, 1992;
RUSSELL e DoMBROWSKI, 1980).

A actividade proteolitica ao nivel do ecossistema ruminal € devida,
principalmente, a populacdo bacteriana. As enzimas implicadas estao
localizadas na face externa da membrana bacteriana (WESTLAKE € MACKIE,
1990). As proteases estariam presentes no periplasma, onde tém sido muitas
vezes caracterizadas como sendo serino-proteases. Segundo WALLACE e
CoTTA (1988), as bactérias proteoliticas correspondem a 30-50% de toda a
populacdo bacteriana. A maior parte delas sdo também amiloliticas o que
permite explicar a degradacdo muito mais activa das proteinas num regime
alimentar rico em cereais, quando comparado com um regime onde
predominam as forragens secas (USHIDA et al., 1990).

As espécies bacterianas preponderantes mais frequentes Sséao
Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Bacteroides amylophilus e
Streptococcus bovis. De referir que as bactérias anaerébias facultativas
colonizam a parede do rumen onde tém uma forte actividade proteolitica
(JOUANY et al., 1995).
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As bactérias degradam, principalmente, as proteinas solluveis. Os
protozoarios contribuem mais para a degradacdo das proteinas insoluveis,
fagocitando bactérias e particulas de alimentos com tamanho apropriado
(Kayoull et al., 1988; UsHIDA e JOUANY, 1986). No entanto, USHIDA et al. (1990)
referem que a eliminagdo dos protozodarios aumenta a eficiéncia na sintese
proteica do rumen, ocorrendo um aumento na quantidade de proteina
microbiana e uma diminuicdo na quantidade de proteina alimentar que chega
ao duodeno.

Os protozoarios holétricos sdo muito activos, assim como muitos do
género Entodinium (Entodinium caudatum e Entodinium simplex). Ainda que as
espécies Entodinium medium e Ophryoscolex spp. sejam proteoliticos, tém
uma actividade proteolitica muito fraca (JOUANY et al., 1995).

O fungo Neocallimastix frontalis, também foi reconhecido por WALLACE e
JOBLIN (1985) como protealitico.

0] comportamento predador dos protozoarios aumenta
consideravelmente a taxa de renovacao da proteina bacteriana que ocorre no
rdmen. Varia de 0,003 a 0,27 h™ no caso de animais sem protozodrios e é de
0,024 a 0,37 h™* nos animais com protozoarios (WALLACE e MCPHERSON, 1987).

A velocidade da hidrolise ruminal das proteinas alimentares depende de
caracteristicas fisico-quimicas especificas da proteina tais como, a
solubilidade, as estruturas primarias (aminoacidos terminais da ovalbumina), as
estruturas secundarias e as estruturas terciarias (presenca de 16 pontes
dissulfaricas na albumina do soro bovino), mas também dos tratamentos que,
eventualmente, sejam aplicados aos alimentos (aquecimentos, tratamento com
aldeido férmico). Segundo CHENG et al. (1981), a hidrélise das proteinas
favorece a digestdo dos granulos de amido libertando-os do seu involucro
proteico.

O catabolismo dos péptidos no rumen € mal conhecido. Os seus
principais agentes sdo as bactérias Prevotella ruminicola e em menor escala
Butyrivibrio fibrisolvens. Os protozoarios apenas tém forte actividade
especificamente sobre os dipéptidos. Os péptidos sao rapidamente
hidrolisados, mas a velocidade da hidrélise depende do tipo de proteina. Por

exemplo, a degradacdo da caseina € suficientemente rapida para provocar a
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sua acumulacao. Acerca deste aspecto, WALLACE (1991) refere que a caseina
€, muitas vezes, utilizada como substrato experimental sendo, no entanto, uma
proteina atipica e por consequéncia pouco adequada para ser utilizada como
modelo. A sua degradacdo € muito mais rapida do que a maioria das proteinas
solaveis. Por exemplo, as albuminas de origem animal e vegetal sao
hidrolisadas de forma muito mais lenta (WALLACE, 1983).

No ramen, a peptidélise mais frequente resulta da accdo das
dipeptidil-aminopeptidases dos tipos | a IV (WALLACE e MCKAIN, 1991).

Como as proteases, as peptidases extracelulares estdo ligadas a
membrana bacteriana. Os péptidos de grandes dimensdes sdo submetidos a
hidrolise extracelular produzindo oligopéptidos, tripéptidos, dipéptidos e acidos
aminados que sao, de seguida, absorvidos pelas bactérias. Muitas bactérias
sdo capazes de assimilar os pequenos péptidos e degrada-los em &cidos
aminados no interior da célula. A acumulacdo intracelular dos péptidos
depende do seu tamanho, mas também da sua hidrofobicidade (JOUANY et al.,
1995). De acordo com BRODERICK et al. (1988), a natureza das cadeias laterais
nao parece influenciar muito a velocidade de degradacao dos péptidos neutros.

RusseL e HINO (1985) determinaram a transaminacdo e a
descarboxilagdo da leucina em isovalerato, ligado a conversdo de
2-oxo-glutarato em acido glutdmico que é de seguida desaminado. Esta
reaccdo, assim como a fermentacdo de aminoacidos como a alanina, a
isoleucina e a valina, envolve a intervencdo de co-factores redutores como o
NAD. Estes, sédo regenerados por uma hidrogenase logo que a presséao parcial
do hidrogénio seja muito baixa, como consequéncia da transferéncia do
hidrogénio para as bactérias metanogénicas (JOUANY et al., 1995).

A funcdo do rumen como uma grande cuba de fermentacdo e a
presenca de certas bactérias no fluido ruminal, promove a producéo de gases.
Os gases acumulam-se na parte superior do rumen sendo parcialmente
eructados pelo animal. No Quadro 5.1 € possivel constatar que 0s principais
gases ruminais sdo o didxido de carbono e o metano, produtos finais do
metabolismo bacteriano redutivo (CORREIA e CORREIA, 1985). A proporcao
daqueles gases esta dependente da ecologia do rumen e do balanco da

fermentacdo. Ainda que uma grande parte do dioxido de carbono seja reduzida
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a metano, a proporcdo do primeiro gas é duas a trés vezes superior ao

segundo.

Quadro 5.1 - Composic¢éo tipica do gas ruminal.

Gas constituinte %

Hidrogénio 0,2
Oxigénio 0,6
Azoto 7,0
Metano 27,0
Dio6xido de carbono 65,0

CORREIA € CORREIA (1985).

As bactérias metanogénicas constituem um grupo especial de
microrganismos responsaveis pela regulacdo do processo de fermentacdo no
rimen. Sao as principais responsaveis pela remoc¢éo do hidrogénio, reduzindo
o dioxido de carbono com o hidrogénio para formar metano. A producdo de
metano mantém a concentracdo de hidrogénio a niveis muito baixos o que
permite o crescimento de outras espécies bacterianas tornando o processo
fermentativo mais eficiente. A remocédo efectiva do hidrogénio pelas espécies
metanogeénicas leva a um aumento da actividade metabdlica das espécies
bacterianas produtoras de hidrogénio, havendo uma maior sintese de proteina
microbiana e, consequentemente, um acréscimo de proteina disponivel para o
ruminante.

ASANUMA et al. (1999), estudando o efeito da adicdo de fumarato sobre a
producdo de metano pela populacdo bacteriana do ramen, verificaram que
varias espécies amiloliticas e celuloliticas oxidavam o hidrogénio, utilizando o
fumarato como aceitador final de electrdes. Isto sugere que aquelas estirpes
bacterianas competem com as bactérias metanogénicas pelo hidrogénio,
embora a afinidade destas Ultimas para com aquele gas seja muito maior.

A fermentacdo dos aminoacidos e a producdo de metano sdo dois
processos que estdo intimamente relacionados. As substancias inibidoras da
metanogénese diminuem também a producdo de amoniaco e de acidos gordos
ramificados resultantes da degradacdo dos prétidos (JOUANY et al. 1995).
EL-SHAZLY (1952), citado por JOUANY et al. (1995), ao estudar a degradacéao in

vitro da prolina e da alanina, verificou que a degradacdo anaerdbia de
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aminoacidos podia ocorrer através de reaccdes de Stickland (degradacao
associada de aminoéacidos oxidados e de aminoacidos reduzidos com troca de
electrées). Embora este tipo de reaccdes tenha sido detectado em diferentes
microrganismos (KENKLIES et al., 1999; MOuUNE et al., 1999; ANDREESEN, 1994,
CHEN e RUSSELL, 1988), JOUANY et al. (1995), referem que este fendmeno ainda
nao foi claramente observado in vivo com a populacédo microbiana do ramen.

Os aminoacidos sao, sobretudo, assimilados pela populacdo microbiana
do rumen, sob a forma de dipéptidos ou tripéptidos existindo no suco ruminal,
na forma de amino&cidos livres, em muito pequena quantidade. A capacidade
para utilizar um determinado aminoacido varia segundo a espécie bacteriana.

Até h& pouco tempo a espécie Prevotella ruminicola parecia ser a
principal bactéria produtora de amoniaco. Outras espécies importantes seriam
Selenomonas ruminantium, Megasphaera elsdenii e algumas estirpes de
Butyrivibrio. Mais bactérias foram entretanto isoladas e, segundo alguns
autores (CHEN e RUSSELL, 1991; CHEN e RUSSELL, 1989; CHEN e RUSSELL,
1988), algumas bactérias Gram+ sensiveis aos antibioticos ionéforos, sdo as
responsaveis pela maior parte do amoniaco produzido no rumen. Os resultados
indicam que a utilizacdo do monensina tem um efeito minimo na degradacao
da proteina alimentar causando, no entanto, um acentuado decréscimo na
producdo de amoniaco. Por causa do antibidtico ionéforo, uma grande
guantidade de péptidos ndo é degradada pela populagdo microbiana do ramen,
0 que vai permitir aumentar a quantidade de péptidos alimentares que passam
para os compartimentos posteriores do aparelho digestivo.

Os protozoarios, que utilizam maioritariamente a populacdo bacteriana
como fonte de proteina, parecem ser um factor estabilizador dos produtos finais
da fermentac&do. Muitas espécies possuem proteases intracelulares tendo uma
actividade especifica de desaminag¢do muito intensa. A actividade especifica da
proteinase bacteriana € seis a dez vezes superior a dos protozoarios (BRock et
al., 1982). No entanto, alguns autores constataram que os protozodrios tinham
uma actividade especifica de producdo de amoniaco pelo menos trés vezes
superior as bactérias ruminais (RUSSEL e HINO, 1985) e que uma significativa
degradacdo dos péptidos resultava da accdo dos protozoérios ciliados
(WALLACE et al., 1997).
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Em Isotricha spp., o perfil da protease é bastante diferente do perfil da
protease de Dasytricha ruminantium e o0s protozoarios de outros quatro
géneros tém também diferentes padrdes de proteases. A protease de
Entodinium spp parece ter a maior actividade (CoLEMAN, 1983 citado por
WALLACE, 1991). No entanto, JOUANY et al. (1992), demonstraram que a
presenca no rumen de um so6 protozoario ciliado, Isotricha spp, provocava uma
diminuicdo significativa na producdo de amoniaco a partir de proteinas
insolaveis.

Logo que a producdo de amoniaco ultrapassa a sua capacidade de
utilizacao pelos microrganismos do rimen, este composto azotado € absorvido
para o sangue através da parede ruminal e, depois de metabolizado em ureia
no figado, é excretado ou é reciclado parcialmente, voltando a entrar no ramen.

O processo de utilizacdo da proteina alimentar pelo ruminante implica
uma diminuicao de eficacia na utilizacado do azoto proteico ingerido.

Os outros produtos de fermentacdo dos aminoacidos sdo os acidos
gordos, em particular &cidos gordos ramificados. A sua presenca no suco
ruminal favorece o crescimento bacteriano uma vez que séo utilizados como
precursores na sintese da leucina, da isoleucina e da valina (JOUANY et al.,
1995).

5.2 — DEGRADACAO DE OUTROS COMPOSTOS AZOTADOS

5.2.1 — ACIDOS NUCLEICOS

Segundo SMITH e MCALLEN (1970) citados por JOUANY et al. (1995), os
acidos nucleicos dos alimentos destinados aos ruminantes representam entre 5
e 10% do azoto total ingerido. Estas macromoléculas provém também de
fragmentos de células resultantes da descamacao da parede interna do rimen
e de microrganismos que sofreram lise celular. Os &cidos nucleicos séo
rapidamente transformados no rimen em nucledétidos, nucledsidos e bases. Os
acidos ribonucleicos (RNA), ou os seus nucleodsidos constituintes, e a ribose

podem ser utilizados pelas bactérias como fonte de energia ou de azoto, como
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acontece com certas estirpes de Selenomonas ruminantium (JOUANY et al.,
1995).

Os protozoarios ciliados fixam uma parte dos &cidos nucleicos
bacterianos aos seus proprios acidos nucleicos. As espécies Entodinium
caudatum, Entodinium magii e Polyplastron multivesiculatum podem
metabolizar os acidos bacterianos transformando, por exemplo, a adenina e a

guanina em xantina e hipoxantina (WILLIAMS e COLEMAN, 1991).

5.2.2 — AzOTO NAO PROTEICO

Como ja foi referido, a ureia enddgena sintetizada no figado a partir do
amoniaco formado no rdamen, é parcialmente reciclada para o ramen pela
saliva ou por difusdo através da parede ruminal. A ureia que retorna ao rumen
via saliva esta dependente da concentracdo de ureia no plasma e da taxa de
secrecdo de saliva. A quantidade de ureia que retorna ao rumen através da
parede ruminal é influenciada pela composicdo da dieta, particularmente pela
relacdo proteina/energia alimentar, variando em funcdo da concentracdo de
amoniaco e da tensdo do diéxido de carbono existente no rimen (REMOND et
al., 1996; REMOND et al.,, 1993a; REMOND et al.,, 1993b). Em regimes
alimentares pobres em azoto, a reciclagem da ureia é considerada essencial
para o bom funcionamento do ramen. A ureia pode, igualmente, ser adicionada
aos alimentos como fonte de azoto ndo proteico, uma vez que constitui um
suplemento eficaz e pouco dispendioso.

As principais espécies bacterianas ureoliticas sdo Selenomonas spp.,
Succinivibrios dextrinosolvens, Prevotella ruminicola, Ruminococcus albus,
Butyrivibrio spp e Treponema spp. (CHURCH, 1988). As ureases de origem
microbiana hidrolisam muito rapidamente a ureia em carbamato de amonia que
se transforma, em amoniaco e em di-hidrogenocarbonato. As enzimas
implicadas neste processo provém principalmente de bactérias anaerdbias
facultativas, fixadas sobre o epitélio do raimen (JOUANY et al., 1995). De acordo
com 0sS mesmos autores, a existéncia de actividade ureasica no conteuado do

rumen resulta da presenca de fragmentos de descamacéo do epitélio ruminal,
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ainda colonizado por estas populacdes bacterianas. Referem também que os
factores de regulacdo da actividade das ureases no rumen ndo sédo ainda bem
conhecidos, pelo que a manutencdo destas reaccbes quimicas devera ser
considerada no futuro.

Em relacdo a utilizacdo dos nitratos pela populacdo microbiana do
ramen JOUANY et al. (1995), referem que aqueles compostos sdo reduzidos a
nitritos e depois a amoniaco. Quando sdo abundantes no regime alimentar, 0s
nitritos podem-se acumular no contetdo do rimen, passar para 0 sangue e

atingir concentracdes tdxicas para o ruminante.

5.3 — SINTESE DOS CONSTITUINTES MICROBIANOS AZOTADOS

Apenas uma pequena fraccdo dos aminoacidos provenientes da
protedlise é directamente incorporada na proteina microbiana. A maior parte
dos aminoacidos é sintetizada a partir do amoniaco e das cadeias
carbonatadas, provenientes da fermentacdo dos alimentos ingeridos.

O crescimento das bactérias celuloliticas depende da actividade de
espécies bacterianas proteoliticas, para que sejam cobertas as suas
necessidades em amoniaco e em esqueletos carbonatados. Existem
numerosas interdependéncias nutricionais que regulam o funcionamento do
ecossistema ruminal.

O amoniaco atravessa a membrana citoplasmica, por difusdo passiva,
quando se encontra na fase lipossoluvel, e por transporte activo, quando esta
na forma ionizada. A ultima situacdo é de longe a mais frequente, aos niveis
fisiologicos do pH ruminal. Depois, € incorporado nos acidos aminados
segundo as diversas vias enzimaticas que diferem pela sua afinidade para com
0 amoniaco e pelo seu consumo de ATP.

Como se pode ver na Figura 5.2, a via da glutamina
sintetase - glutamato sintetase comeca pela formacéo de glutamina a partir do
glutamato, com a hidrélise de ATP, sendo o grupo ainda transferido para uma
molécula de 2-oxo-glutarato, formando-se duas moléculas de glutamato. A

glutamina sintetase e a glutamato sintetase (1,8 mM), tém grande afinidade
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pelo amoniaco mas, como esta via consome ATP, ela s6 é vantajosa quando
as concentracfes de amoniaco no rimen sao baixas (JOUANY et al., 1995). Em
concentracfes normais, a via mais frequente, a glutamato desidrogenase
acoplada ao NAD" ou ao NADP", torna-se activa. Por exemplo, a alanina
desidrogenase (70mM) exige concentracfes de amoniaco elevadas.

Proteinas

Vig 1 QOutros
acidos aminados

ATF Glutamato Glutamato

ADP+Pi NADP*

Glutamato
sintetase

Glutamato

Glutamina NADPHH* NADPHH *—/desidrogenase

sintetase
2-0x%0-

Glutamina -glutarato

Via 2

Figura 5.2 -. Esquema representando a sintese de alguns aminoacidos por
bactérias anaerébicas do rimen que utilizam o amoniaco (NH3;) em baixas
concentracdes (Via 1) e em elevadas concentracfes (Via 2) (adaptada de LENG e
NOLAN, 1984).

Os microrganismos presentes no rimen capazes de utilizar o amoniaco
compreendem uma série de espécies de bactérias, de protozodarios e de
fungos. Alguns desses fungos néo séo funcionais e a sua existéncia no rimen
resulta da presenca casual nos alimentos. Segundo WALLACE e JOBLIN (1985),
o fungo Neocallimastix frontalis também é capaz de utilizar o amoniaco para a

sintese proteica.
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5.4 — EFICIENCIA MICROBIANA E CRESCIMENTO

5.4.1 — YgLucosE

Nos ruminantes, durante a fermentacdo anaerébia que ocorre no rimen,
verifica-se uma conversado do substrato em células microbianas e produtos
quimicos. Na realidade, a fermentacdo da matéria organica conduz a producéo
de acidos gordos volateis, de gas, de calor e de ATP cuja quantidade vai
depender da natureza das vias metabdlicas utilizadas durante a fermentacdo
do substrato (JOUANY et al., 1995).

A eficiéncia microbiana, que é definida como a proporcdo de energia do
substrato que é utilizada pelos microrganismos do ramen, esta inversamente
correlacionada com a producdo de &acidos gordos volateis. No entanto, a
eficiéncia microbiana ndo estd necessariamente relacionada com a eficiéncia
do animal hospedeiro, desde que os acidos gordos volateis, resultantes da
fermentacdo, fiquem disponiveis para serem utilizados. O crescimento
microbiano determina a quantidade de proteina microbiana que fica disponivel
para o0 animal hospedeiro. A proteina metabolizavel, aquela que chega ao
abomaso do ruminante, corresponde a soma da proteina microbiana digestivel
e da proteina alimentar que escapa a degradacdo ruminal (VAN SOEST, 1994).
A producdo microbiana é calculada em gramas de células por mole de glucose
ou por 100 g de alimento fermentado. Este pode ser convertido, por calculo,
numa estimativa de unidades de glucose (WoLIN, 1960 citado por VAN SOEST,
1994). A quantidade de matéria seca de células bacterianas produzidas por
mole de glucose é designada por Y giucose (VAN SOEST, 1994).

Quando as bactérias do riumen sdo comparadas com outras
bactérias capazes de fermentar anaerobiamente os acucares, o crescimento da
populacdo bacteriana do rumen parece ser anormalmente elevado. Por
exemplo, a Escherichia coli tem um Yguwose anaerébico de 26 g.mole™
(STOUTHAMER, 1979) e um Y giucose @erobico de 83 g.mole™ (SHILOACH e BAUER,
1975). No entanto, RUSSELL e WALLACE (1997) ao analisarem os resultados
obtidos por varios autores para culturas puras de diferentes populacdes de

bactérias, verificaram que 0 Ygucose apresenta grandes variagdes. Assim,
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guando a glucose foi a fonte energética utilizada, a bactéria Selenomonas
ruminantium apresentou um Ygucse Minimo de 29 g.mole™ (DAwsON et al.,
1979) e um méaximo de 100 g.mole® (RUsSEL e BALDWIN, 1979) (Quadro 5.2).
Tendo em conta a produgcdo microbiana observada em culturas puras de
bactérias do rdmen, os mesmos autores concluiram que 0 Ygucose pOde ser
igual ou mesmo superior as producdes observadas em organismos aerébios.
RUSSELL e WALLACE (1997), verificaram ainda que a média de producéo
bacteriana de culturas puras foi de 57 g.mole® de glucose, tendo concluido
gue a sintese de ATP ndo podia resultar apenas de reacc¢des que ocorressem
no citoplasma das bactérias. Por outro lado, culturas mistas in vitro de bactérias
do ramen originam producdes microbianas proximo do limite superior da
variagdo encontrada para culturas puras, mesmo que as condi¢cbes de
crescimento ndo sejam as mais favoraveis e mesmo que algumas das

bactérias sejam fagocitadas pelos protozoarios existentes (CZERKAWSKI, 1978).

Quadro 5.2 - Producdo de massa microbiana (g.mole™), obtida a partir de
diferentes microrganismos, quando se utilizou a glucose como fonte energética.

Microrganismo Y glucose Y atp Referéncia
Prevotella ruminicola 88 15 (a)
82 21 (b)
Fibrobacter succinogenes 64 15 (a)
42 - (c)
Butyrivibrio fibrisolvens 62 15 (a)
72 - (b)
Megasphaera elsdenii 73 - (b)
Ruminococcus flavefaciens 29 13 (d)
Selenomonas ruminantium 29 14 (@)
100 25 (b)
30 10 (c)
Streptococcus bovis 57 - (b)
25 13 (c)

(&) DAawsoN et al., 1979; (b) RUSSELL e BALDWIN, 1979; (c) MAROUNEK e WALLACE,
1984 e (d) HopGooD e WALKER, 1967 citados por RUSSELL e WALLACE, 1997

Segundo DAwsoON et al. (1979), a semelhanca do que acontece com as

bactérias aerObicas, as espécies bacterianas anaerébicas do rimen com
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elevado Ygucose também possuem transportadores de electrdes localizados no
interior da membrana mitocondrial. Os mesmos autores referem que, nestes
casos, a producdo de massa bacteriana € diminuida por accéo de substancias
inibidoras de transportadores de electrbes, 0 que ndo acontece com bactérias
com menor Y giycose.

Muitas espécies bacterianas produtoras de propionato e succinato,
possuem transportadores de electres, mas o mecanismo de transferéncia de
energia ndo é ainda totalmente conhecido. No entanto, nunca foi demonstrada
a existéncia de qualquer ATPase nas bactérias do rimen, capaz de converter 0
ADP em ATP, como resposta ao fluxo intermembranario de protdes na

mitocdndria (RUSSELL e WALLACE, 1997).

5.4.2 - Yarp

Como jé foi dito, os alimentos fermentesciveis podem ser convertidos em
unidades de glucose. No entanto, a producdo microbiana por unidade de
glucose esta dividida em duas componentes: a producdo de ATP e 0 Yarp. A
producdo de ATP corresponde ao numero de moles de ATP formadas a partir
da fermentagcdo de uma mole de glucose. O Yarp corresponde aos gramas de
matéria seca de células microbianas formados a partir de uma mole de ATP
(VAN SOEST, 1994).

Quando MoNoD (1942) citado por RUSSELL e Cook (1995), estudou o
crescimento de algumas culturas bacterianas verificou que o peso da matéria
seca dos microrganismos obtidos era directamente proporcional a quantidade
da fonte energética adicionada. No entanto ndo fez nenhuma estimativa da
producdo de ATP a partir da fermentacéo dos hidratos de carbono.

Outros autores (DE Moss et al., 1951 citados por RUSSEL e COOK, 1995)
constataram que culturas de determinadas bactérias, utilizando a glucose como
substrato, produziam mais biomassa do que outras, mostrando que as
bactérias utilizavam diferentes processos de fermentacdo e produziam

diferente quantidade de ATP por molécula de glucose.
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BaucHoP e ELSDEN (1960) citados por RuUsSsSeEL e WALLACE, (1997),
estudaram o crescimento de varias bactérias anaerobias e correlacionaram a
biomassa produzida com o ATP disponivel (Yarp). Obtiveram um valor médio
de 10,5 g matéria seca de células microbianas por mole de ATP com uma
variacdo de 8,3 a 12,6 g.mole™ de ATP.

Segundo RUSSELL e WALLACE (1997), o valor de 10,5 g para o Yarp foi
considerado, durante algum tempo, como uma constante bioldgica e foi muitas
vezes utilizado como método para estimar a producdo de ATP de um processo
catabdlico.

Posteriormente, a nocdo de um Yarp constante comecou a ser
guestionada tendo STOUTHAMER (1979) calculado, a partir da composicéo
celular tipica da Escherichia coli, o valor de 32 g de biomassa celular por mole

de ATP (Quadro 5.3) ao ser utilizada a glucose como substrato.

Quadro 5.3 - Célculo das necessidades de ATP para a formacao de biomassa
bacteriana (Escherichia coli), utilizando como substrato a glucose (adaptado de
STOUTHAMER, 1979).

Necessidade de ATP
(mmole.g™ macromolécula)

Macromolécula % Matéria Seca Com amino-acidos Sem amino-acidos

Proteina 52,2

Formacdo a. a. 0,0 1,4

Polimerizacédo 19,0 19,0

Polissacarideos 16,6

Formacédo G-6P 1,0 1,0

Polimerizacéo 1,0 1,0

RNA 15,7 15

Formacao nucledsido 0,9 15

Polimerizacéo 0,9

DNA 3,2

Formacao nucleésido 0,4 0,4

Polimerizacéo 0,2 0,4

Lipidos 9,4 0,1 0,1

Outras 2,9

turnover do mRNA 14 1,4

transporte ido aménia 0,0 4,2

transporte a. a. 4.8 0,0

transporte potassio 0,2 0,2

transporte fosfato 0,8 0,8
Total 100,0 31,3 32,3
Yatp L

(g células.mole ATP™) 31 32
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No entanto, 0 Yarp determinado para culturas bacterianas é
normalmente muito menor do que o valor teérico esperado (32 g.mole® de
ATP). No Quadro 5.2 pode ver-se que, para as diferentes espécies bacterianas
analisadas, o0 Yarp apresentou um valor minimo de 10 g (MAROUNEK e WALLACE,
1984 citados por RUSSELL e WALLACE, 1997) e um valor maximo de 25 g
(RUSSELL e BALDWIN, 1979), em ambos 0s casos para culturas de Selenomonas
ruminantium. Esta discrepancia ocorre com quase todas as bactérias,
sugerindo que os calculos de STOUTHAMER (1979), subestimaram a quantidade
de ATP destinado a energizacdo da membrana mitocondrial ou a ciclos
metabolicos inuteis. No entanto parece ser menor nas bactérias do rimen, para
as quais os valores de Yarp determinados experimentalmente, se aproximam
muito dos valores tedricos (HESPELL e BRYANT, 1979 citados por RUSSELL e
WALLACE, 1997).

Parte da variacdo nos valores do ATP pode explicar-se pela composicao
celular. As bactérias do rimen tém grandes reservas de polissacarideos. Estes
necessitam, para a sua sintese, de apenas 1/3 das despesas ATP necessarias
para a sintese de proteina e acidos nucleicos (CzerkAwskI, 1978). As células
contendo 40% de polissacarideos (excesso de energia) terdo um Yarp que é
aproximadamente 1/3 maior do que as células sem reservas de hidratos de
carbono (RUSSELL e WALLACE, 1997).

O conceito de Yarp pressupde que toda a energia resultante do
catabolismo dos alimentos pode ser utilizada para crescimento. No entanto, as
bactérias também despendem energia em func¢des que ndo estao directamente
relacionadas com o crescimento. Os microrganismos do rumen utilizam o ATP
produzido no decurso das fermentagcbes ruminais para cobrir as suas
necessidades energéticas de manutencao e para assegurar 0 seu crescimento
(Figura 5.3). No entanto, nem sempre maior producdo de ATP corresponde a
maior crescimento bacteriano (RUSSELL, 1986). A estimativa directa da energia
para manuten¢do foi muitas vezes confundida pelo facto de, até ha pouco
tempo, ndo existirem equipamentos suficientemente sensiveis para medirem

taxas de catabolismo muito baixas.
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Segundo RusseLL e CooOkK, (1995), as populagbes bacterianas podem
utilizar fontes energéticas com completa auséncia de crescimento,
encontrando-se correlacfes muito baixas entre o ATP produzido e a biomassa
bacteriana formada. Algumas das variacées encontradas na eficiéncia do
crescimento bacteriano podem ser explicadas pelas despesas energéticas para
manutencao, mas as bactérias apresentam também outros mecanismos de nao

crescimento e de dissipacao de energia.

Alimento
Fonte de Fonte de
energia carhono
Produtos da ATP
fermentacgdo l
Energia Energia .
perdida Q:lutem;ﬁu Crescimento
Calor

Figura 5.3 — Representacdo esquematica da particdo dos produtos resultantes
da fermentacédo dos alimentos pelo microrganismos do rimen (adaptada de RUSSELL e
WALLACE, 1997).

Os resultados referidos no Quadro 5.3 ilustram trés aspectos
importantes. Em primeiro lugar as reacgOes de polimerizacdo, com destaque
para as reaccdes de polimerizacdo associadas a sintese proteica inerentes a
producdo de biomassa microbiana, sdo claramente as etapas mais exigentes
em termos de ATP. Em segundo lugar a biossintese de mondémeros (amino
acidos, nucleétidos) utiliza apenas uma pequena fraccdo do ATP disponivel.
Em terceiro lugar o transporte de fontes de carbono e de osmodlitos, exigem
menos de % das necessidades totais de ATP.

Como a sintese de poliésidos necessita de cerca de 30% menos energia
do que a sintese de proteinas ou de acidos nucleicos, poder-se-a considerar
gue as células microbianas que sintetizam abundantes glucidos de reserva tém
um rendimento mais elevado (JOUANY et al., 1995). Com este pressuposto, 0s

protozoarios constituirdo microrganismos de elevada eficiéncia de sintese.
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A glicdlise, constitui a principal fonte de ATP para 0os microrganismos do
rimen havendo um ganho global tedérico de dois ATP por mole de glucose
fermentada em duas moles de piruvato. BERGEN e YOKOYAMA (1977) referem
gue a sintese de uma mole de acetato, a partir do piruvato, produz 2 ATP e a
sintese de uma mole de propionato, via succinato, produz 3 ATP. A formacao
de uma mole de butirato pode produzir até 3 moles de ATP e a formacéo de
uma mole de metano produz 1 ATP. Os mesmos autores referem que, em
culturas mistas de microrganismos do rimen que produzem metano, obtém-se
quatro moles de ATP a partir de uma mole de glucose. No entanto, aquele valor
estd dependente dos produtos formados e da relacdo entre espécies
microbianas.

Em meio aerdbio, a oxidacdo completa da glucose acontece de forma
muito mais eficiente produzindo 38 ATP por mole de hexose ocorrendo em trés
fases distintas, a glicélise (2 ATP), o Ciclo de Krebs (2 ATP) e a cadeia de
oxidacdo-reducdo (cadeia respiratdria de transporte de electres) (34 ATP)
(BROCK e MADIGAN, 1991).

O coeficiente de manutencdo de uma mistura de bactérias do rimen foi
estimado em 0,26 mmoles de glucose por grama de matéria seca bacteriana
por hora, valor que é inferior ao coeficiente de manutencéo de 0,39 mmoles de
glucose por grama de matéria seca bacteriana por hora determinado em
Escherichia coli (ISAACSON et al., 1975 citados por RUSSELL e WALLACE, 1997).
Em culturas puras de outras bactérias tem-se encontrado, em termos gerais,
um coeficiente de manutencao idéntico, ainda que as varia¢cdes nos produtos
resultantes da fermentacdo tornem a estimativa dificil de ser feita. No entanto,
em Ruminobacter amylophilus determinou-se um coeficiente de manutengéo
excepcionalmente elevado (10 vezes superior), 0 que podera ser consequéncia
da fragilidade da sua parede celular e consequente destruicdo a baixas taxas
de crescimento (JENKINSON e WOODBINE, 1979). Com uma baixa diluicdo do
licor de ramen (0,06 h™), diluicdo que estd dentro da gama de valores
encontrados in vivo, cerca de 32% da energia produzida pelas bactérias é
utiizada para manutencdo (HARRISON e MCALLAN, 1980). Estudos in vivo
suportam a ideia de que a manutencdo pode ter um efeito acentuado na

producdo e eficiéncia microbiana. KENNEDY e MILLIGAN (1978) ao sujeitarem
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ovinos a condi¢cBes de stress térmico (temperaturas muito baixas) verificaram
que a taxa de diluicéo efectiva no ramen aumentou de 0,068 h™* para 0,115 h™,
e esta alteracdo foi acompanhada pelo aumento do Yarp em 19%. As bactérias
capazes de degradar hidratos de carbono estruturais e aquelas que sé
fermentam os hidratos de carbono néo estruturais, tém um maximo tedrico de
crescimento bacteriano de 40 g de células por 100 g de hidrato de carbono
fermentado. No entanto, os coeficientes de manutencdo sdo respectivamente
0,05 e 0,150 g de hidratos de carbono por gramas de células produzidas por
hora (RUSSELL e WALLACE, 1997).

Nos protozoarios, menos de metade da energia produzida é utilizada
para crescimento.

Em regimes alimentares desequilibrados, com excesso de energia e falta
de azoto, de enxofre ou de fdsforo, as bactérias do ramen consomem
rapidamente a energia disponivel, ainda que a sintese da biomassa bacteriana
seja fraca. Este fendbmeno traduz-se em importante producdo de acidos gordos
volateis, sem crescimento microbiano. Segundo JOuANY et al. (1995), o
desperdicio energético daqui resultante estd associado a existéncia de
reaccOes parasitas que produzem calor e a actividade de ciclos metabdlicos
ditos desnecessarios de tal forma que uma parte da energia produzida poderia
ser mesmo utilizada para hidrolisar o ATP formado.

Em certos casos, a baixa producéo de ATP pode ser compensada por
uma maior eficacia da sua utilizacdo. No caso de regimes alimentares ricos em
glicidos facilmente fermentesciveis, as bactérias que produzem lactato
suplantam as que produzem acetato, ainda que a formacao do lactato origine
menos ATP do que a do acetato. Gragas a elevada velocidade de crescimento,
as bactérias lacticas podem produzir mais ATP por unidade de tempo e entrar
em competicdo pela utilizacdo do substrato com as bactérias produtoras de
acetato. A diminuicdo do pH ap6s a producao do lactato amplia este efeito de
competicdo, em detrimento das bactérias produtoras de acetato (JOUANY et al.,
1995).

Como ja foi referido, o conceito Yarp admite que toda a energia

resultante do catabolismo dos alimentos € utilizada para o crescimento. No
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entanto, as bactérias também gastam energia em fungbes que ndo estdo
directamente relacionadas com o crescimento.

Segundo MARR et al. (1962) citados por RUSSELL e Cook (1995), a
energia gasta pelas bactérias para manutencdo pode ser descrita como um
valor correspondente a um crescimento negativo constante (a), e o total do
substrato utilizado para o crescimento (q) pode ser fraccionado em verdadeiro
crescimento (ux) e crescimento negativo (ax). Neste caso X corresponde a
matéria seca celular resultante do crescimento bacteriano. Partindo deste
pressuposto, 0 crescimento negativo causa um decréscimo na taxa de
crescimento maximo tedrico de um microrganismo, e 0 crescimento maximo
(umax) pode ser considerado como a taxa de crescimento que pode ser obtida
se ndo houvesse energia gasta para a manutencao, obtendo-se uma producéo

de biomassa celular maxima (Xmax)-

— 1IYATPméx

1/Quantidade
(Fonte energética/células)

1/Crescimento ou taxa dilui¢do (h)

Figura 5.4 - Efeito do coeficiente de manutencéo (m) na producéo de biomassa
bacteriana hum meio com limitac6es energéticas (equacdo de PIRT, 1965 citado por
RUSSELL e WALLACE, 1997). O Yarpmax define-se como o crescimento bacteriano
maximo tedrico.

No entanto PIRT (1965) citado por RuUSSELL e WALLACE (1997),
considerou que o conceito de crescimento negativo seria artificial e indirecto,
pelo que deveria ser substituido por um coeficiente (m) que representasse a
quantidade de energia necessaria para a manutengdo das células microbianas
num determinado periodo de tempo (energia/células/tempo). Deste modo, a

energia necessaria para a manutencao nao teria um efeito directo na taxa de
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crescimento mas a producdo total de biomassa bacteriana diminuiria.
Considerando que 0 Yarp corresponde a producdo de biomassa (gramas de
matéria seca microbiana sintetizada por mole de ATP), € 0 Yatpmax € a
producdo maxima teorica (Yatp Se ndo houver despesas energéticas para
manutencdo), a utilizacédo total de energia para manutencdo (1/Yarp) poderia
ser fraccionada em energia para manutencao (m/u) (u corresponderia a taxa de
crescimento microbiano) e energia para o crescimento (1/Y atpmax). Obter-se-ia

a seguinte equacao

UYatp =1/ Yarpmax + M/ p

De referir que o coeficiente (a) de MARR et al. (1962) citados por
RuUsSELL e Cook (1995) e o coeficiente (m) de PIRT (1965) citado por RUSSELL e
WALLACE (1997), estao relacionados por m = a/ Yarpmax-

TEMPEST e NEISSEL (1978), fizeram um rearranjo algébrico na equacéao
anterior considerando que a taxa especifica de utilizacdo do substrato (q) e a
taxa de crescimento (u) tinham sido utilizadas para estimar a manutengao (m).
Considerando que a taxa especifica de consumo da fonte de energia é
g=(Q/Yarp)/pouentdol/Yarp=q/pn aequagdo anterior seria modificada

para

q=p/ Yarpmax + M

Nas equacdes apresentadas utilizou-se o termo Yatpmax introduzido por
STOUTHAMER e BETTENHAUSSEN (1973), tendo-se aceite que a energia para
manutencdo € uma funcdo dependente do tempo que é proporcional a
biomassa celular e independente da taxa de crescimento. Definem m como um
coeficiente especifico, mas o erro experimental resultante da aplicacdo das
duas equacdes € parcialmente diferente. Na equacao de PIRT (1965) citado por
RuUssELL e WALLACE (1997), o erro verifica-se na inclinacdo da recta (Figura
5.4) enquanto que na equacao de TEMPEST e NEIJSSEL (1984), o erro verifica-se
na intercepcéo da recta (Figura 5.5). Nesta equacéo, o ponto de intercepgao da

recta € normalmente mais baixo e os resultados obtidos parecem sempre
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melhores. A linearidade das rectas baseia-se no pressuposto de que a
producdo de ATP por unidade de fonte energética fermentada se mantém
constante, a composicao celular permanece inalterada e a manutencédo é uma
funcao estritamente dependente da biomassa celular e do tempo.

Num meio continuo de culturas bacterianas semelhante ao que acontece
no rumen, a taxa de crescimento microbiano (u) € igual a taxa de diluicdo do
local de fermentacdo (d) (JOUANY et al., 1995). Ao aplicarmos a equacao de
PIRT (1965) citado por RuUsSSELL e WALLACE (1997), a este caso
(/Y ate = 1/Y atPmax + M/d) verificamos que, quando a taxa de diluicdo aumenta,
a relacdo m/d torna-se negligenciavel e o Yarp aproxima-se do valor de Y artpmax-
Quando isto acontece, verifica-se que o ATP é essencialmente utilizado para o
crescimento microbiano sendo maxima a eficacia da sintese microbiana
(JOUANY et al., 1995).

—I 1"YATPméx

— m

q
(Fonte energética /células)

Crescimento ou taxa diluigdo (/h)

Figura 5.5 - Efeito do coeficiente de manutencéo (m) na producéo de biomassa
bacteriana num meio com limitac6es energéticas (equacao de TEMPEST e NEIJSSEL,
1984). O Y arpmax define-se como o crescimento bacteriano maximo teérico.

DEMEYER e VAN NEVEL (1975) demonstraram, em culturas in vitro, que o
aumento da actividade fermentativa provocava um aumento da producdo do
ATP melhorando o Yarp quaisquer que fossem os acidos gordos volateis
produzidos. A predacdo das bactérias pelos protozoarios é outro factor que

estimula a producdo de biomassa bacteriana, mesmo que isso se traduza
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numa diminuicdo da concentracdo de bactérias. As bactérias que sobrevivem

tém uma taxa especifica de crescimento mais elevada.
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“The more we study the workings of dairy cow,
the more efficiently we can exploit her capacity
to produce milk and, eventually, meat, not only
from grass and cereals but from an enormously
wide range of plant products and by-products
which we cannot, or choose not to, eat
ourselves.”

J. Webster, 1993

Capitulo 6 — EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO COM UREIA E
POLPA DE CITRINOS NA CINETICA DA FERMENTACAO IN VITRO

DE ALIMENTOS FIBROSOS

6.1 - INTRODUCAO

Tendo por base a homogeneidade nutricional, os glucidos podem
simplificadamente ser agrupados em estruturais e ndo estruturais. No sistema
analitico das solu¢cBes detergentes (ROBERTSON e VAN SoOEesT, 1981), os
hidratos de carbono estruturais estdo associados a fraccdo do detergente
neutro (NDF) que consiste em celulose, hemicelulose e lenhina. Neste sistema,
a fraccdo sollivel em detergente inclui amido, agucares, pectinas, galactanas,
frutanas e outros glacidos. Tendo em conta o impacte que a producao do acido
lactico tem no ramen, VAN SOEST et al. (1991) subdividem esta ultima fraccao
em glucidos cuja degradacdo promove (amido e acucares) e ndo promove
(pectinas, galactanas, B-glucanas) a producdo de &cido lactico pela flora
ruminal.

As pectinas sdo um grupo complexo de polissacarideos heterogéneos,
coloidais, muito ramificados e hidratados, onde a unidade de &cido

D-galacturénico, seu principal constituinte, apresenta carga negativa
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(COULTATE, 1996; CoLL et al., 1992; THEANDER et al., 1989). As pectinas tém a
particularidade de fixar catides (Ca’™), apresentando consideraveis
propriedades de gelificacdo (JARRIGE et al, 1995), o que podera dificultar a sua
guantificacdo nos alimentos. VAN SOEesST et al. (1991) propdem um método
eficaz para a determinacédo da concentracdo de acido galacturénico. Segundo
TANIGUCHI et al. (1999) e BEM-GHEDALIA et al. (1989) a degradacg&o ruminal das
pectinas é muito elevada.

A polpa de citrinos e a polpa de beterraba sédo dois sub-produtos que
contém apreciavel quantidade de pectinas. Constituem a principal fonte de
hidratos de carbono e representam, na polpa de beterraba, cerca de 20% do
total da energia bruta (CHAMBERLAIN e WILKINSON, 1996).

A polpa de citrinos é proveniente da producdo de laranja, liméo, lima e
toranja e apresenta teores de gordura e proteina que aumentam com O
conteudo da polpa em semente. Valores de gordura total superiores a 2,2%
indicam que a polpa tem grande quantidade de sementes (CHAMBERLAIN e
WILKINSON, 1996).

Na formulacdo de regimes alimentares para animais criados em sistemas
intensivos de produc¢do, o grado dos cereais constitui, normalmente, o principal
ingrediente fornecedor de amido (CHAMBERLAIN e WILKINSON, 1996; WEBSTER,
1993; WILSON e BRIGSTOCKE, 1981). No entanto, raramente ultrapassam 50%
do total de matéria seca dos regimes alimentares elaborados para ruminantes.
Em regimes alimentares para vacas leiteiras, e devido a importancia que o
amido tem na alimentagdo destes animais, a utilizacdo dos cereais pode, por
vezes, ser superior.

Na alimentacdo de ruminantes, 0s cereais podem ser substituidos por
outras fontes de hidratos de carbono mais econémicas, alimentos como a polpa
de citrinos que, para além de ter pouco amido, contém grande quantidade de
pectinas, glucidos estruturais altamente digestiveis. Segundo ZEOULA et al.
(1999), a percentagem de amido na polpa de citrinos é de apenas 8,4%
enquanto que no milho, no sorgo e na mandioca é respectivamente de 79,3,
83,4 e 91,4%.

Também em sistemas extensivos de producdo de ruminantes pode haver

necessidade de utilizar, em certos momentos, alimentos menos dispendiosos
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com capacidade para fornecer energia a populacdo microbiana do rumen
afectando o menos possivel o ecossistema ruminal. A utilizacdo de polpa de
citrinos associada a palhas e fenos tem como principal fungéo disponibilizar
rapidamente, para a populacdo microbiana do riumen, maior quantidade de
glicidos estruturais facilmente fermentesciveis que potenciem a degradacéo
dos alimentos forrageiros. Varios trabalhos tém sido publicados referindo a
utiizagdo da polpa de citrinos como suplemento na alimentacdo de ovinos
(BARRIOS URDANETA et al., 1999; MoNTEIRO et al., 1998; FONSECA, 1997;
FEGEROS et al., 1995; RIHANI et al., 1993a; RIHANI et al., 1993b), de bovinos
(YaakuB et al., 1999; CARVALHO et al., 1998; CASTRO e ZANETTI, 1998; HENRIQUE
et al., 1998; BELIBASAKIS e TSIRGOGIANNI, 1995) ou em ensaios laboratoriais
com licor de rimen (RoOCHA FILHO et al., 1999; TANIGUCHI et al., 1999; HALL et
al., 1998).

Como os alimentos forrageiros utilizados sdo normalmente pobres em
proteina bruta, a existéncia no rimen de uma fonte de azoto ndo proteico
facilmente hidrolisavel como a ureia, associada a presenca de glucidos
estruturais facilmente fermentesciveis, permite a utilizacdo do NHj3 resultante
para a sintese de proteina microbiana.

A suplementacéo proteica € um procedimento muito comum em sistemas
de producdo de ruminantes que utilizam forragens de fraca qualidade. Varios
autores, trabalhando com bovinos, constataram que a suplementacéo
crescente com uma fonte de proteina digestivel no ramen aumentava a
ingestdo de matéria organica a partir de forragens de fraca qualidade (KOSTER
et al., 1996; ScoTT e HIBBERD, 1990), estando muitas vezes associada a um
aumento da taxa de passagem e da taxa de digestdo dos alimentos (MATHIS et
al., 2000; McCoLLUM e HORN, 1990).

No entanto, a utilizacdo de suplementos de azoto n&o proteico na
alimentacdo de ruminantes é muitas vezes menos eficiente em termos
metabolicos do que a utilizacdo de fontes de azoto proteico. Parte da
ineficiéncia da utilizacdo do azoto ndo proteico, € atribuida ao excesso de
amoniaco produzido que é absorvido pela parede do rumen e, no figado, é
convertido em ureia que € depois excretada no leite e na urina do animal

(CHALUPA, 1972 e BLOOMFIELD et al., 1960 citados por RiHANI et al., 1993b).
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Os resultados obtidos com a suplementacédo proteica vdo depender do
tipo de animal, da forragem e das caracteristicas do suplemento utilizado.

Um dos métodos in vitro que melhor retratam o processo fermentativo que
ocorre no recticulo/ramen é o método da producdo de gas in vitro descrito por
BEUVINK et al. (1992). O equipamento utilizado permite automatizar a medicao
da degradacdo dos alimentos forrageiros através da determinacdo da
guantidade de gas produzido durante o periodo de incubagédo, numa mistura de
licor do rimen mais solucéo nutritiva tampao (RODRIGUES, 1999; CONE et al.,
1994; THEODOROU et al.,, 1994; BEUVINK, 1993; PELL e SCHOFIELD, 1993;
BEUVINK € SPOELSTRA, 1992).

Varios modelos matematicos tém sido utilizados para traduzir, de forma
evidente, a evolucdo da producdo de gas (ConNE et al., 1997; GRoOT et al.,
1996; ScHOFIELD et al., 1994; FRANCE et al., 1993; BEUVINK e KoGuT, 1993). O
modelo a usar deve incluir parametros com significado biolégico e deve ser de
facil aplicacéao.

O objectivo deste trabalho foi avaliar a cinética da fermentacdo de dois
alimentos forrageiros, feno de prado natural e palha de trigo, quando
suplementados com polpa de citrinos e ureia, por forma a serem obtidos os

niveis de 12 e 16% de proteina bruta.

6.2 — MATERIAL E METODOS

6.2.1 — ALIMENTOS UTILIZADOS

Neste trabalho foram utilizados 2 alimentos forrageiros, feno de prado
natural (F) e palha de trigo (Pa), sujeitos a 2 niveis de suplementacédo azotada
(12 e 16% PB) e a uma suplementacdo energética. Como fonte energética
utilizou-se uma polpa de citrinos desidratada (P) e, como fonte de azoto n&o
proteico, a ureia (U).

As combinacdes de alimentos foram: feno+ureia+polpa de citrinos com
12% (FUP) e 16% (2FUP) de proteina bruta (PB); feno+ureia com 12% (FU) e
16% (2FU) de PB; palha+ureia+polpa de citrinos com 12% (PaUP) e 16%
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(2PaUP) de PB; palha+ureia com 12% (PaU) e 16% (2PaU) de PB; ureia+polpa
de citrinos com 12% (UP) e 16% (2UP) de PB.

Sempre que a polpa de citrinos foi adicionada ao alimento forrageiro
utilizou-se uma quantidade que correspondeu a 40% do peso total da amostra.

A percentagem de forragem utilizada por amostra variou, para o feno de
prado natural, entre 57,18% (2FUP), 58,49% (FUP), 97,33% (2FU), 98,67%
(FU) e para a palha de trigo entre 56,58% (2PaUP), 57,89% (PaUP), 96,31%
(2PaV) e 97,64% (PaU).

Embora o teor em PB dos substratos com suplemento azotado tenha
variado entre 12 e 16%, a percentagem de ureia (% MS) utilizada como
suplemento foi diferente em cada um deles. Quando se utilizou feno de prado
natural como alimento forrageiro variou entre 3,07% (2FUP), 1,64% (FUP),
2,86% (2FU) e 1,43% (FU) e quando se utilizou a palha de trigo variou entre
3,70% (2PauUP), 2,28% (PaUP), 3,91% (2Pal) e 2,50% (PaU). Nos dois casos
em que a polpa de citrinos foi utilizada s6 com o suplemento azotado, a
percentagem de ureia variou entre 1,95% no UP e 3,37% no 2UP.

Para efeitos de célculo, quando se aferiu a proteina dos substratos
isoproteicos para 12% e 16% de PB, teve-se em conta, para a ureia, um teor
de MS de 99% e uma quantidade de PB de 2875 g/kg MS (CHAMBERLAIN €
WILKINSON, 1996).

6.2.2 - COMPOSICAO QUIMICA DOS ALIMENTOS UTILIZADOS

Os alimentos foram caracterizados em termos de matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), fibra de detergente neutro (NDF), fibra de detergente acido
(ADF), lenhina de detergente &cido (ADL) e cinzas.

O teor em MS foi determinado apés secagem em estufa a 105°C até a
amostra apresentar um peso constante (AOAC, 1990). O teor em MO foi
calculado com base no teor em MS e no teor em cinzas das amostras, que foi
determinado por incineragcdo da amostra a 500°C durante 3 horas. A PB (azoto
total x 6,25), foi determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990). Os
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constituintes da parede celular foram fraccionados pelo sistema das solucdes

detergentes (ROBERTSON e VAN SOEST, 1981).

6.2.3 - FONTE DE INOCULO DE RUMEN

Foi utilizado in6culo de rumen proveniente de trés vacas de racas
diferentes com fistulas ruminais (=80 mm). Os bovinos foram colocados em
compartimentos individuais, num pavilhdo utilizado para alojamento de vacas
dadoras de licor de ramen.

O regime alimentar, composto por feno de prado natural e bagaco de
soja, de forma a satisfazer as necessidades de conservacdo (AFRC, 1993), foi
distribuido duas vezes por dia as 08:00 e as 20:00 horas.

A recolha do in6culo de ramen, para uma garrafa térmica, foi feita
sempre duas horas apds a primeira refeicdo diaria, procedendo-se a mistura
dos in6culos provenientes dos trés animais. Ja no laboratdrio, a mistura foi
fillrada em duas camadas de gaze antes de ser utilizada nos ensaios de

cinética de fermentacdo in vitro.

6.2.4 - CINETICA DE FERMENTAGCAO IN VITRO

A cinética de fermentacdo foi determinada utlizando o método de
producdo de gas descrito por BEUVINK (1993) e CoONE et al. (1997). A producgéao
de gas das amostras incubadas foi medida durante 96 horas. Para o efeito,
utilizou-se um equipamento de registo automatico do nimero de aberturas de
vélvulas em cada intervalo de 20 minutos. A producdo de gas foi determinada
directamente pelo nimero de abertura de valvulas previamente calibradas com
ensaios de incubacéo de amido de arroz.

As amostras foram incubadas em vasos de fermentacdo previamente
saturados com CO,, aos quais se adicionou in6culo de rimen e uma solucao
nutritiva tamp&o (CoNE et al., 1994) saturada de CO,, obtida a partir da mistura

de 300 ml de &gua destilada, 150 ml de solucdo A, 150 ml de solugéo B, 50 pl
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de solucdo mineral e 0,7 ml de solu¢éo redox, agitando a mistura a 40°C com
CO,. Para obter a solugéo A dissolveu-se em um litro de 4gua destilada 7,15 g
de Na;HPO,*2H,0, 6,20 g de KH,PO,4, 0,60 g de MgSO,*7H,. Para obter a
solucéo B dissolveu-se em um litro de agua destilada 39,0 g NaHCO3; e 4,0 g
(NH4)HCO3. Para obter a solugcdo mineral dissolveu-se em 100 ml de agua
destilada 12,2 g de CaCl*2H,0, 10,0 g MnClI,*4H,0, 1,0 g CoCl,*6H,0 e 8,0 g
FeCl;*6H,0. A solucao redox foi preparada dissolvendo 150 mg de resazurina
em 100 ml de agua destilada.

A fermentacéo decorreu em vasos de 250 ml, previamente saturados de
CO; e aguecidos em banho-maria a 39°C, onde foram colocadas amostras de
0,450 g de cada alimento e 60 ml de inéculo do rimen e solugdo nutritiva
tampdo. Apos aquela operacdo as garrafas foram fechadas com rolhas de
borracha.

Para cada alimento foram feitas quatro repeticbes em quatro ensaios
realizados em dias diferentes. Em cada ensaio, a primeira e a Ultima garrafas
foram destinadas ao branco (in6culo de ramen sem amostra de alimento). A

producado de gas foi expressa em ml gas por g matéria organica.

6.2.5 - MODELO MATEMATICO

Para descrever a cinética de fermentacéo in vitro foi utilizado o
modelo logistico de duas fases, considerando-se o tempo de laténcia idéntico
para cada uma das fases (SCHOFIELD et al., 1994). Este modelo assume que a
taxa de crescimento microbiano € proporcional tanto a massa celular existente
como a quantidade de substrato digestivel e a quantidade de gas produzido é
proporcional a quantidade de substrato digerido. Permite a descricdo de uma
fase inicial da curva de producdo de gas, em que ocorre a fermentacdo do
material facilmente fermentescivel, e de uma segunda fase fermentativa, em
que ocorre a fermentacédo dos constituintes da parede celular mais dificilmente
fermentesciveis. Segundo RODRIGUES (1999), no caso das celuloses, esta
diferenca pode corresponder a fermentagdo das zonas caracterizadas por um

maior grau de cristalinidade.
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Utilizou-se o modelo

V = Vel +expl2 + 4pmdd Vea(h-)1} '+ Ves {1 + exp[2 + 4pms Ves(A-H)]}!

Em que:

V — volume de gés produzido ao fim do tempo t (ml.gMO™);

Vs - volume de gés produzido na primeira fase (ml.gMO™);

Lima- taxa maxima de producéo de gas da primeira fase (ml.gMO™.h™);
Vs - volume de gés produzido na segunda fase (ml.gMO™);

Lms- taxa maxima de producéo de gas da segunda fase (ml.gMO™.h™);
A—tempo de laténcia (h);

t — tempo (h)

umalV £ - taxa especifica de digestéo da primeira fase (h™);

umslV 5 - taxa especifica de digestdo da segunda fase (h™).

Para o tratamento matematico do modelo recorreu-se a analise nao
linear utilizando o programa informatico SYSTAT para Windows (WILKINSON et
al., 1992).

6.2.6 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos para os diferentes parametros, apos a aplicacdo
do modelo logistico de duas fases, foram sujeitos a uma analise simples de
variancia (STEEL e TORRIE, 1980). Sempre que ocorreram diferencas
significativas entre tratamentos utilizou-se o teste de Tukey como teste de
comparacdes multiplas.

As diferentes relacdes entre os resultados obtidos foram avaliadas por
analise aos coeficientes de correlacdo através do método de Pearson por

regressao linear simples (STEEL e TORRIE, 1980).
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Para o tratamento estatistico dos resultados utilizou-se o programa

informatico SYSTAT para Windows (WILKINSON et al., 1992).

6.3 - RESULTADOS

6.3.1 - COMPOSICAO QUIMICA DOS ALIMENTOS UTILIZADOS

No Quadro 6.1 apresenta-se a composicdo quimica dos alimentos
forrageiros utilizados neste trabalho, feno de prado natural e palha de trigo.

Como seria de esperar, os teores em NDF, ADF e ADL da palha de trigo
sdo muito superiores aos valores determinados para o feno de prado natural e
a quantidade de PB da palha é menor do que o valor médio encontrado para o

feno.

Quadro 6.1 - Composicdo quimica dos alimentos utilizados: feno de prado
natural (F); palha de trigo (Pa); polpa de citrinos (P).

MO PB NDF ADF ADL
g.kgMms™
F 941,50 80,60 651,77 413,25 61,22
(n=4) (+5,911) (+2,293) (+5,011) (+6,217) (+2,223)
Pa 949,70 50,20 893,90 521,80 72,80
(n=4) (+3,511) (+2,023) (+17,364) (+10,702) (£5,093)
) 926,20 61,95 215,40 _
(n=2) (+0,141) (+0,353) (£5,656)

* - desvio padréo da amostra; MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta;
NDF — fibra de detergente neutra; ADF — fibra de detergente acido; ADL —lenhina de detergente
acido.

No Quadro 6.1 apresenta-se a composicdo quimica da polpa de citrinos
que foi utilizada como suplemento energético verificando-se que a fraccdo NDF
€ muito menor do que nos alimentos forrageiros e que a quantidade de PB
deste alimento se situa entre os valores determinados para a PB do feno e da
palha.

No Quadro 6.2 apresenta-se a composicdo quimica dos substratos

utilizados para dois niveis de PB, com ou sem a adi¢do de polpa de citrinos.
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Quadro 6.2 - Composicdo quimica das misturas de alimentos utilizados:
F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia (16% PB);
FUP — feno+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB);
Pa — palha de trigo; PaU - palhatureia (12% PB); 2PaU - palhatureia (16% PB);
PaUP - palhatureiat+polpa de citrinos (12% PB); 2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16%
PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

MO PB NDF ADF ADL
g.kg MS™
F 941,505de 80,60% 651,77% 413,25% 61,222

(£5,911)  (+2,293)  (5,011) (£6,217) (£2,223)

FU 952,31  119,49° 641,00? 388,14 59,642
(+2,698)  (+2,638) (+1,892) (+2,570) (+1,935)

2FU 947,89°  159,96° 644,02° 385,60 58,49%
(+3,304)  (£0,575) (+5,043) (+4,525) (+1,305)

FUP 941,86  120,27° 482,47° 324,48° 39,88
(+1,881)  (+2,168) (+2,891) (+4,333) (+2,104)

2FUP 953,15  160,72° 469,61° 327,82° 38,27°
(+4,767)  (+0,607) (+8,813) (+4,173) (+0,527)

Pa 949,70% 50,20° 893,90' 521,80" 72,80°
(+3,511)  (¥2,023)  (¥17,364)  (+10,702) (+5,093)

PaU 956,30° 119,32° 799,66° 469,91' 61,0922
(+2,205)  (+1,236) (+6,394) (+6,491) (+4,597)

2PaU 928,72  160,06°  810,39° 486,99° 61,18
(+0,908)  (£5,457)  (+4,331) (+1,976) (+0,968)

PaUP 94358  120,58° 570,76° 382,61 52,72°
(+0,831)  (+1,057) (+9,965) (+6,103) (+1,011)

2PaUP 954,76  160,16" 553,07° 370,80° 43,59°
(+0,140)  (+0,354) (+3,471) (+4,692) (x0,519)

upP 940,00  120,80° 206,72° 138,67° 23,27°
(£9,008)  (£1,731) (+2,558) (+8,325) (+1,902)

2UP 926,73  161,31° 213,85" 136,68" 23,07°
(+3,533) (+1,469) (+4,856) (5,802) (+0,650)
+ - desvio padrdo da amostra; MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta;
NDF - fibra de detergente neutro; ADF — fibra de detergente &cido; ADL — lenhina de
detergente acido.

6.3.2 - CINETICA DE FERMENTAGAO IN VITRO OBTIDA PELO METODO DA PRODUGCAO DE

GAS — FENO DE PRADO NATURAL

No Quadro 6.3 apresentam-se 0s resultados obtidos apos a
aplicacdo do modelo logistico de duas fases aos resultados da fermentacéo in

vitro do feno de prado natural (F) com e sem suplemento de polpa de citrinos
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(P) e com dois niveis de suplementacdo de ureia (U) e na Figura 6.1
apresenta-se a distribuicdo dos valores estimados para as curvas de cinética
de fermentacgé&o in vitro dos mesmos alimentos.

Observando a Figura 6.1 e analisando os valores de producédo de gas
(ml.gMO™) verifica-se que os alimentos utilizados apresentaram uma
distribuicdo homogénea durante o periodo de 96 horas de incubacdo. No
entanto, foi evidente a menor producdo de gas que ocorreu com o aumento
sucessivo do teor em PB do substrato, quando o feno+ureia foi utilizado com
ou sem polpa de citrinos. As amostras em que se utilizou a polpa de citrinos
como suplemento (FUP e 2FUP), caracterizam-se por terem evidenciado uma
producdo de gas bastante superior (P<0,05) as outras amostras. Para todos os
substratos fermentados, a producdo de gas observada apos as primeiras 70
horas de incubacdo indica uma tendéncia evidente para a estabilizacao,
podendo considerar-se que o patamar de fermentacéo foi atingido.

Os elevados coeficientes de determinacdo (r’) calculados para os
diferentes substratos, variando entre 0,990 (+0,001) no 2FU e 0,997 (+0,001)
no FUP, evidenciam a precisdo obtida com a aplicacdo do modelo logistico de
duas fases no estudo da cinética da fermentacdo de alimentos com uma
composicao quimica diferente.

O volume de gas produzido na primeira fase (Vga) de fermentacéo do F
foi de 26,4 (+3,18) ml.gMO™ diminuindo para o FU (23,9 +2,79 ml.gMO™) e
ainda mais para o 2FU (17,2 +2,00 ml.gMO™), onde foi significativamente
menor (P<0,05). O volume total de gas produzido (V) também diminuiu
(P<0,05) com o aumento da PB do substrato passando de 191,4 (£5,17)
ml.gMO™ no F para 171,5 (+5,65) ml.gMO™ no 2FU. Situacéo idéntica ocorreu
em relacdo a taxa maxima de producdo de gas (uma) € ao volume de gas
produzido na segunda fase (Vgg). Em relacdo a estes parametros verificou-se
que 0 pma foi menor (P>0,05) para o 2FU (4,5 +0,43 ml.gMO™*.h"") quando
comparado com os valores obtidos para o F (7,6 +2,38 ml.gMO*.h™") e FU (5,7
+1,61 ml.gMO™*.h?). Também o0 Veg diminuiu ligeiramente (P>0,05) com o
aumento do teor em PB passando de 165,0 (+2,07) ml.gMO™ no F para 154,2
(+5,28) ml.gMO™ no 2FU. Situac&o idéntica ocorreu com a taxa maxima de

producdo de gas na segunda fase (umg). A taxa especifica de digestdo na
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segunda fase (ume/Ves) Ndo sofreu variagdo com o aumento da quantidade de
ureia no substrato. Pelo contrario, o tempo de laténcia A foi aumentando
(P>0,05) com o acréscimo do teor em PB do substrato passando de (1,7 +0,76
h) no F para (2,2 +0,20 h) no FU e para (3,4 0,39 h) no 2FU.
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Figura 6.1 - Curvas da cinética de fermentacdo do feno (F), feno+ureia com
12% de PB (FU), feno+ureia com 16% de PB (2FU), feno+ureia+polpa de citrinos com
12% de PB (FUP) e feno+ureia+polpa de citrinos com 16% de PB (2FUP), calculadas
a partir da aplicacdo do modelo logistico de duas fases.

Em termos globais pode-se dizer que a utilizacdo de niveis crescentes
de suplementacdo proteica com ureia provocou uma diminuicdo progressiva
nos valores obtidos para a maior parte dos parametros considerados tendo
aumentado apenas o tempo de laténcia e a taxa especifica de digestdo da
primeira fase.

A adicéo da polpa de citrinos ao feno parece ter sido vantajosa para 0s
dois niveis de proteina bruta do substrato, principalmente para os resultados
obtidos durante a primeira fase da fermentacdo. Comparando com os valores
determinados para o feno sem suplemento energético (F, FU, 2FU) (Quadro

6.3), verificou-se um aumento (P<0,05) do Vga, do uma € do V. Para o substrato
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onde existiu polpa de citrinos, o valor médio de Vea foi de 84,5 (+3,02)
ml.gMO™ para o FUP e de 78,5 (+5,32) ml.gMO" para o 2FUP, o valor do zma
foi de 13,4 (+0,44) ml.gMO™*.h* para o FUP e de 12,7 (+1,45) ml.gMO™.h'*
para 0 2FUP e o valor de V para o FUP foi de 242,2 (+7,35) ml.gMO™ e para o
2FUP foi de 236,1 (+7,60) ml. gMO™.

Quadro 6.3 - Efeito da utilizacdo de dois niveis de proteina bruta (PB), com e
sem polpa de citrinos, na variagao dos parametros obtidos apos a aplicacdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de fermentagédo in vitro (F — feno; FU — feno+ureia
(12% PB); 2FU -. feno+ureia (16% PB); FUP — feno+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2FUP -
feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB)).

Alimentos EPM P
F FU 2FU FUP 2FUP

Ven 26,4° 239% 17,2° 84,5°¢ 78,5° 1,72 * %
(+3,18) (+2,79) (+2,00) (+3,02) (5,32)

Lo 762 572 45° 13,4° 12,7° 0,73 * %
m (¢2,38) (+1,61) (+0,43) (+0,44) (+1,45)

by 1,7 2,2 3,4 2,0 1,9 0,43 ns
(+0,76) (+0,20) (+0,39) (+0,46) (+1,68)

Ve 165,0 158,1 154,2 157,7 157,6 2,96 ns
(+2,07) (+5,23) (+5,28) (+8,04) (+7,15)

s 3,9 3,4 3,3 35 3,4 0,19 ns
m (+0,28) (0,40) (0,40) (+0,18) (+0,33)

r? 0,994 ° 0,991 "¢ 0,990 ¢ 0,997 0,996 2 0,001 * ok
(+0,002) (+0,003) (+0,001) (+0,001) (+0,002)

LinalVEA 0,287 2 0,242 % 0,267 0,159 " 0,162 0,082 *
(+0,080) (+0,083) (+0,043) (+0,001) (+0,011)

Me/Ves 0,024 0,022 0,022 0,022 0,022 0,001 ns
(+0,002) (+0,003) (+0,003) (+0,002) (+0,002)

Y, 191,42 182,0% 171,5° 2422 ° 236,1° 3,39 * ok
(+5,17) (+7,73) (+5,65) (+7,35) (+7,60)

abcd

— valores com notacdes diferentes na mesma linha séo significativamente
diferentes (P<0,05); + — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade
calculada apés analise de variancia (* * P<0,01) (* P<0,05); ns — diferencas néo significativas.

Em relacdo ao tempo de laténcia (A), verificou-se uma diminuicdo nao
significativa dos valores estimados apods a adicdo de polpa de citrinos ao
substrato, sendo de 2,0 (+0,46) h no FUP e de 1,9 (+1,68) h no 2FUP.

A diminuicdo foi significativa (P<0,05) em comparacdo com a taxa

especifica de digestdo da primeira fase (uma/Vea) obtida para o feno sem a
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adicdo de suplementos sendo de 0,159.h™ (+0,001) para o FUP e de 0,162.h™
(+0,011) para o 2FUP.
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Figura 6.2 - Producdo de gas da primeira fase de fermentacdo do feno (F),
feno+ureia com 12% de PB (FU), feno+ureia com 16% de PB (2FU), feno+ureia+polpa
de citrinos com 12% de PB (FUP) e feno+ureia+polpa de citrinos com 16% de PB
(2FUP), calculada a partir da aplicacdo do modelo logistico de duas fases.

A adicao de polpa de citrinos ao feno suplementado com ureia para 12%
e 16% de PB trouxe alteracbes importantes aos valores obtidos para alguns
parametros, principalmente para aqueles que definem o processo fermentativo
gue ocorreu na primeira fase de fermentacdo. Com excep¢ao do uma/Vea, €M
gue houve uma diminuicdo (P<0,05) os valores obtidos para 0 Vga, para 0 tma €
para o V foram significativamente mais elevados (P<0,01) apds a adicdo da
polpa de citrinos. Entre o FU e o FUP houve um aumento de 60,6 ml.gMO™ no
gue diz respeito ao volume de gés produzido na primeira fase, um aumento de
7,7 ml.gMO™.h"! em relacéo & taxa méaxima de producdo de gas na primeira
fase e um aumento de 60,2 ml.gMO™ em relacdo ao somatério do volume de
gas produzido na primeira fase mais o gas produzido na segunda fase. Entre o
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2FU e o0 2FUP, o aumento foi de 61,3 ml.gMO™ em relagéo ao Vga, foi de 8,2
ml.gMO™.h" em relacdo ao uma e foi de 64,6 ml.gMO™ em relacéo ao V.

As Figuras 6.2 e 6.3 mostram a evolucéo da producéo de gas (ml.gMO™)
estimada para as duas fases de fermentacdo do substrato, apds a aplicagédo do
modelo logistico de duas fases.
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Figura 6.3 - Producdo de gas da segunda fase de fermentacdo do feno (F),
feno+ureia com 12% de PB (FU), feno+ureia com 16% de PB (2FU), feno+ureia+polpa
de citrinos com 12% de PB (FUP) e feno+ureia+polpa de citrinos com 16% de PB
(2FUP), calculada a partir da aplicacdo do modelo logistico de duas fases.

Na primeira fase (Figura 6.2), verificou-se que a produ¢do maxima de
gas obtida para o feno com a adicdo de polpa de citrinos (FUP e 2FUP) foi
atingida 3-4 horas mais tarde do que nos substratos F, FU e 2FU, onde a
producdo maxima ocorreu as 9-10 horas de incubacdo. Verificou-se também
que a utilizacdo de polpa de citrinos originou sempre uma significativamente
maior poducdo de gas na primeira fase e que o substrato constituido por
feno+ureia com 16% (2FU) foi o que menor quantidade de gas produziu. Alias,
a utilizacdo de ureia como suplemento Unico para o feno (FU e 2FU), provocou
sempre uma reducao na producao de gas da primeira fase, quando comparado

com o feno sem suplementos.

89



Efeito da suplementac&do com ureia e polpade citrinos na cinética da fermentacéo in vitro de alimentos fibrosos

Verificou-se também que a percentagem de gas produzido na primeira
fase de fermentacdo, em relacéo ao total de gas produzido durante as 96 horas
de incubacéo, variou com o tipo de alimento. Para o feno sem polpa de citrinos
a variacao foi entre 13,8% (F), 13,1% (FU) e 10,0% (2FU). Para o feno com
polpa de citrinos a percentagem de gas produzido na primeira fase variou entre
34,9% (FUP) e 33,2% (2FUP).

Na segunda fase de fermentacdo (Figura 6.3), ndo se verificaram
diferencas significativas entre a quantidade de gas produzido durante a
incubacédo dos diferentes substratos, embora o que produziu menos tenha sido
o 2FU. As caracteristicas das curvas obtidas sédo idénticas e perfeitamente
distintas das que foram definidas para a primeira fase de fermentagao.
Verificou-se que os diferentes alimentos (F, FU, 2FU, FUP e 2FUP)
apresentaram uma capacidade fermentativa homogénea durante a segunda

fase de incubacéo.
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Figura 6.4 - Taxa de fermentagdo do feno (F), feno+ureia com 12% de PB
(FU), feno+ureia com 16% de PB (2FU), feno+ureia+polpa de citrinos com 12% de PB
(FUP) e feno+ureia+polpa de citrinos com 16% de PB (2FUP), calculada a partir da
diferenca entre a producao de gas obtida para cada unidade de tempo.
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A Figura 6.4 mostra a taxa de fermentacdo dos diferentes substratos
considerados. A analise da taxa de fermentacdo evidencia dois aspectos
fundamentais. O primeiro estd relacionado com o0s tempos de laténcia,
verificando-se, neste caso, que ha uma coincidéncia entre o inicio da producéo
de gas em todos os alimentos incubados, embora o substrato 2FU comece a
fermentar ligeiramente mais tarde. O segundo, demonstra as diferencas
existentes entre a primeira fase e a segunda fase de fermentacgé&o.

O que ocorre na primeira fase esta relacionado com os mecanismos de
fermentacdo em que ha hidrdlise de uma frac¢cdo soluvel facilmente
fermentescivel. A segunda fase de fermentacéo esta directamente relacionada
com a fraccdo da parede vegetal que € insolivel ou tem capacidade
fermentativa limitada.

Para todos os casos verifica-se que a taxa de fermentacdo € muito mais
elevada na primeira fase, 0 maximo ocorre durante as primeiras 6 horas de
fermentacdo embora o valor atingido seja muito variavel. Verifica-se também
que os substratos com maior taxa de fermentacao na primeira fase sao aqueles
em que o feno foi suplementado com polpa de citrinos (FUP e 2FUP) e que o
menor valor foi atingido pelo feno+ureia com 16% de PB (2FU).

Como seria de esperar, a taxa de fermentacéo foi inferior na segunda
fase e o0 valor maximo foi atingido entre as 23 e as 25 horas de incubacao. Foi
evidente uma grande uniformidade entre as curvas obtidas para os diferentes
substratos. Mesmo quando se utilizou polpa de citrinos como suplemento (FUP
e 2FUP), a taxa de fermentacdo na segunda fase foi semelhante a dos outros
alimentos (F, FU, 2FU). A Figura 6.4 permite-nos ainda confirmar que, préximo
das 70 horas de incubacéo, foi atingido o patamar de fermentacéo de todos os

alimentos.

6.3.3 - CINETICA DE FERMENTACAO IN VITRO OBTIDA PELO METODO DA PRODUCAO DE

GAS — PALHA DE TRIGO

No Quadro 6.4 apresentam-se 0s valores obtidos apés a aplicacao do

modelo logistico de duas fases aos resultados da fermentacé&o in vitro da palha
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de trigo (Pa). Este alimento forrageiro foi utilizado com e sem suplementacéo
de ureia e, para cada nivel de suplementa¢do azotada, com e sem polpa de
citrinos.

A distribuicdo dos valores estimados para as curvas de fermentacao
durante o periodo de 96 horas de incubacdo de cada alimento é apresentada
na Figura 6.5.

Observando a Figura 6.5 e analisando os valores correspondentes a
producdo de gas (ml.gMO™) verifica-se que, com excepcdo do substrato
constituido por palha suplementada com ureia até aos 16% de PB (2PaUl), os
outros alimentos (Pa, PaU, PaUP, 2PaUP) apresentaram uma distribuicdo
homogénea durante as 96 horas de incubacdo. No entanto, verifica-se uma
menor producdo de gas com o aumento da quantidade de ureia, tendéncia que
se manteve mesmo quando se utilizou polpa de citrinos como suplemento. As
amostras em que a polpa de citrinos foi utilizada (PaUP e 2PaUP), tiveram uma
producdo de gés significativamente maior (P<0,01) do que as outras amostras
(Pa, PaU e 2Pal).
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Figura 6.5 - Curva da cinética de fermentacdo da palha (Pa), da palha+ureia
com 12% de PB (PaU), da palha+ureia com 16% de PB (2PaU), da palha+ureia+polpa
de citrinos com 12% de PB (PaUP) e da palha+ureia+polpa de citrinos com 16% de PB
(2PaUP), calculada a partir da aplicagdo do modelo logistico de duas fases.
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Para todos os substratos, a producdo de gas verificada apos as
primeiras 70 horas de incubacdo indicou uma clara tendéncia para a
estabilizacao, atingindo-se o limite de fermentacao.

Os coeficientes de determinacdo (r°) calculados para os diferentes
substratos em que se utilizou a palha variaram entre 0,989 (+0,003) no 2PaUP,
0,991 (+0,002) no PaU, 0,993 (+0,002) no Pa e 0,997 (+0,001) nos PaUP e
2PaUP. Estes elevados coeficientes de determinacdo permitem-nos afirmar
que foi grande a precisao obtida com a aplicacdo do modelo logistico de duas
fases ao estudo da cinética da fermentacdo de alimentos com uma composi¢ao
quimica diferente, embora para o substrato 2PaU nao tenha sido possivel

estimar valores para a primeira fase de fermentacéao.

Quadro 6.4 - Efeito da utilizacdo de dois niveis de proteina bruta (PB) na
variacdo dos parametros obtidos com a aplicacdo do modelo logistico de duas fases
na cinética de fermentacdo in vitro (Pa - palha; PaUP - palha+ureia (12% PB);
2PaUP -. palhatureia (16% PB); PaUP — palhatureiat+polpa de citrinos (12% PB);
2PaUP -. palha+ureia+polpa de citrinos (16% PB)).

Alimentos EPM P
Pa PaU 2PaU PaUP 2PaUP

Vea 13,02 7,0° B 477° 425° 2,35 *
(+2,16) (+0,64) (5,17) (+7,528)

Lina 9,52 57° B 11,22 10,12 0,67 * %
m (+2,32) (+0,33) (+1,15) (+0,61)

A 10,02 11,02 13,7° 33° 33° 0,59 *
(+0,82) (+0,14) (+2,11) (+1,02) (+0,84)

Vs 204,7%° 194,4° 199,3% 213,3° 206,4 *° 3,41 *
(+10,44) (+3,93) (+8,05) (+4,14) (+5,15)

Lng 6,0° 56 6,0° 50" 49° 0,16 *
m (£0,24) (£0,24) (+0,10) (0,46) (£0,44)

r? 0,993% 0,991 0,989° 0,997° 0,997° 0,001  *x
(+0,002) (+0,002)  (+0,003) (+0,001) (+0,001)

HinaAlVEA 0,756 0,816° _ 0,236 " 0,243° 0,070  **
(¢0,258) (+0,101) (x0,019) (+0,036)

HmslVEs 0,030 0,029 0,030 0,024 ° 0,024° 0,001  **
(+0,000) (+0,001)  (+0,001) (+0,002) (+0,002)

\Y; 217,7° 201,5° 199,3° 261,0° 248,9° 3,51 * %
- (£9,92) (+3,79) (+8,05) (+3,71) (+7,42)

— valores com notagdes diferentes na mesma linha sdo significativamente
diferentes (P<0,05); + — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade
calculada ap6s analise de variancia (* * P<0,01) (* P<0,05).
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O volume de gas (Quadro 6.4) produzido na primeira fase da
fermentacdo do alimento Pa foi de 13,0 (+2,16) ml.gMO™. Esta quantidade
muito baixa, diminuiu ainda mais para o PaU (7,0 +0,64) ml.gMO™ (P<0,05)
ndo sendo mesmo possivel determinar qualquer valor que definisse o volume
de gas produzido na primeira fase de fermentacédo da palha+ureia com 16% de
PB (2PaU). A taxa maxima de producédo de gas da primeira fase (uma) diminuiu
significativamente (P<0,05) do substrato Pa (9,5 +2,32 ml.gMO™.h™) para o
PaU (5,7 £0,33 ml.gMO™.h™). Pelo contrério, a taxa de digestdo especifica da
primeira fase aumentou de forma néo significativa do Pa para o PaU sendo,
respectivamente, de 0,756 h™ (+0,258) e 0,816 h™ (+0,101). Quando foram
analisados os resultados obtidos para a segunda fase verificou-se que 0 Vg
produzido foi semelhante nos alimentos sem polpa de citrinos, variando entre
204,7 (+10,44) ml.gMO™ no Pa e 194,4 (+3,93) ml.gMO™ no PaU. Os
resultados obtidos para o ung foram idénticos para os trés substratos tendo
variado entre 6,0 ml.gMO™*.h! no Pa e 2PaU e 5,6 m.gMO™*.h" no PaU.
Verificou a mesma situacdo com a taxa especifica de digestdo da segunda fase
gue foi igual para o Pa, o PaU e o 2PaU. A quantidade total de gas produzido
(V) diminuiu com o aumento da PB do substrato sendo mais elevada no Pa
(217,7 9,92 ml.gMO™?) (P<0,05) baixando para 201,5 (+3,79) ml.gMO no Pau
e para 199,3 (+8,05) ml.gMO™ no 2PauU.

Contrariando a tendéncia geral, o tempo de laténcia A, além de ser muito
elevado no Pa, foi aumentando com o acréscimo do teor em PB do substrato
passando de 10,0 (+0,82) h no Pa para 11,0 (+0,14) h no PaU, aumentando
ainda mais (P<0,05) no 2PaU (13,7 +2,11 h).

Interpretando os resultados obtidos, e tal como havia acontecido com o
feno de prado natural, também a adicdo de ureia a palha parece ter tido um
efeito negativo, provocando uma diminuicdo dos valores obtidos para a maior
parte dos parametros e um aumento do tempo de laténcia e da taxa especifica
de digestdo da primeira fase.

Ao analisarmos os resultados obtidos apds a adicdo da polpa de citrinos
a palha de trigo verificamos que, principalmente para a primeira fase de

fermentacdo, a suplementacéo parece ter sido vantajosa para os dois niveis de
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proteina bruta do substrato. O valor médio do Vra para o PaUP foi de 47,7
(+5,17) ml.gMO™ e para o 2PaUP foi de 42,5 (+7,52) ml.gMO™. O uma
determinado foi de 11,2 (+1,15) ml.gMO=.h"" para o PaUP e de 10,1 (+0,61)
ml.gMO.h"! para 0 2PaUP e a taxa especifica de digestéo na primeira fase foi
idéntica para os dois substratos. Em relacdo a segunda fase de fermentacao
dos alimentos contendo polpa de citrinos, o aumento do teor em PB do
substrato de 12% para 16%, também provocou uma diminuicdo n&o
significativa dos valores encontrados para 0 Vig € ums. O ums/Ves foi igual para
os dois niveis de proteina bruta. No que diz respeito a producéo total de gas
(V), verificou-se uma diminuicdo nao significativa com o acréscimo de PB do
substrato passando de 261,0 (+3,71) ml.gMO™ no PaUP para 248,9 (+7,42)
ml.gMO™ no 2PaUP. O aumento do teor em PB nos alimentos em que se
utilizou polpa de citrinos ndo provocou alteragces significativas no tempo de
laténcia (1) do PaUP e do 2PaUP.

Quando se fez a comparacdo dos resultados obtidos para a palha de
trigo sem (Pa, PaU, 2PaU) e com (PaUP, 2PaUP) polpa de citrinos,
independentemente dos teores em PB (12% e 16%) (Quadro 6.4), verificou-se
que, em todos os parametros, ocorreram alteracbes importantes.

Por exemplo, 0 Vga, 0 uma € 0 V aumentaram significativamente (P<0,05)
com a adicdo da polpa de citrinos. Entre o volume de gas produzido pelos
substratos PaU e PaUP na primeira fase de fermentacdo (Vea) houve um
aumento de 40,7 ml.gMO™. A taxa maxima de producdo de gas da primeira
fase (uma) também aumentou, sendo no PaUP mais elevada 5,5 ml.gMO~=.h*
do que no PaU. O volume total de gas produzido (V) do PaUP foi 59,5
ml.gMO" mais elevado do que o PaU e o V do 2PaUP foi 49,6 ml.gMO™
superior ao do 2PaU. Em relacdo ao volume de gas produzido na segunda fase
de fermentacao (Vrs) 0 aumento foi menor.

Outros parametros como 0 A, 0 tmg, O tma/VEa € 0 ums/Ves, pelo contrario,
tiveram reducdes significativas apds a adicdo da polpa de citrinos. O tempo de
laténcia (1), por exemplo, diminuiu de forma acentuada (P<0,05). Entre o PaU e
o PaUP a diminuicao foi de 7,7 h e entre o 2PaU e o 2PaUP foi mesmo de 10,4
h. A taxa especifica de digestdo da primeira fase também sofreu uma reducéo

acentuada (P<0,05) com a adicao da polpa. Ja em relagdo ao umg € a0 tms/Ves
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as reducdes, embora significativamente diferentes (P<0,05), tiveram menor
expressao (Quadro 6.4).

As Figura 6.6 e 6.7 representam a evolugcdo da producdo de gas
(ml.gMO™) estimada para as duas fases de fermentacdo do substrato, apés a
aplicacdo do modelo logistico de duas fases.

Para a primeira fase de fermentacgéo (Figura 6.6), o modelo utilizado nao
conseguiu estimar valores para a palha+ureia com 16% de PB (2PaU) pelo que
nao esta representada nenhuma curva para este alimento. Verificou-se que a
producdo maxima de gas dos substratos sem polpa de citrinos (Pa e PaU)
ocorreu cerca de 2 horas mais tarde do que nos alimentos com polpa (PaUP e
2PaUP). Para estes, a producdo maxima foi muito superior tendo sido atingida
apos 10 horas de incubacéao. Verifica-se também que, para o Pa e PaU, ha um
periodo de tempo prolongado, cerca de 8-9 horas, em que praticamente ndo ha

producéo de gas.
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Figura 6.6 - Producado de gas da primeira fase de fermentacdo da palha (Pa),
da palha+ureia com 12% de PB (PaU), da palha+ureia com 16% de PB (2PaU), da
palha+ureiat+polpa de citrinos com 12% de PB (PaUP) e da palhatureiatpolpa de
citrinos com 16% de PB (2PaUP), calculada a partir da aplicacdo do modelo logistico
de duas fases.
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A percentagem do volume de gas produzido na primeira fase de
fermentacdo em relagdo ao total de gas produzido durante as 96 horas de
incubacéo, variou com o tipo de substrato. Para a palha sem polpa de citrinos a
variacdo foi entre 6,0% no Pa e 3,5% no PaU. Para a palha com polpa de
citrinos a variacgéo foi entre 18,3% (PaUP) e 17,1% (2PaUP).

Na segunda fase de fermentacdo (Figura 6.7) as caracteristicas das
curvas sdo semelhantes e muito diferentes das que foram definidas para a
primeira fase.

Pode-se dizer que os diferentes alimentos (Pa, PaU, 2PaU, PaUP e
2PaUP), apresentaram uma capacidade fermentativa homogénea durante esta
segunda fase de incubacdo, embora existam pequenas variagcdes entre o
volume de gas produzido por cada um. Essa diferenca é mesmo
estatisticamente significativa (P<0,05) entre o maior volume de gas produzido

pelo substrato PaUP e o volume de gas produzido pelo PaU.
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Figura 6.7 - Producédo de gas da segunda fase de fermentacao da palha (Pa),
da palha+ureia com 12% de PB (PaU), da palha+ureia com 16% de PB (2PaUl), da
palha+ureia+polpa de citrinos com 12% de PB (PaUP) e da palhatureia+polpa de
citrinos com 16% de PB (2PaUP), calculada a partir da aplicacdo do modelo logistico
de duas fases.
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Na Figura 6.8 apresentam-se as taxas de fermentacdo dos alimentos Pa,
PaU, 2PaU, PaUP e 2 PaUP. E evidente um desfasamento entre o inicio da
producéo de gas dos substratos em que foi utilizado o suplemento de polpa de
citrinos e aqueles em que n&o existiu suplemento energético.

Verifica-se também que o substrato 2PaU ndo produziu gas no periodo
correspondente a primeira fase de producdo de gas dos outros alimentos.

A taxa de fermentacdo é muito mais elevada na primeira fase do que na
segunda. Na primeira fase é notorio um desfasamento de cerca de 6-7 horas
entre a taxa maxima de fermentacdo dos alimentos com e sem polpa de
citrinos.

O valor maximo nos alimentos com polpa de citrinos foi atingido pelo
PaUP apos as primeiras 5 horas de incubacdo. A taxa maxima nos alimentos

sem polpa foi obtida pelo Pa, 11 horas ap6s o inicio da incubacéo.
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Figura 6.8 - Taxa de fermentagcdo da palha (Pa), da palha+ureia com 12% de
PB (PaU), da palha+ureia com 16% de PB (2PaU), da palha+ureia+polpa de citrinos
com 12% de PB (PaUP) e da palha+ureia+polpa de citrinos com 16% de PB (2PaUP),
calculada a partir da diferenga entre a producao de gas obtida para cada unidade de
tempo.

A taxa de fermentacdo da segunda fase apresentou algumas

semelhancas para os diferentes alimentos e o valor maximo atingido foi sempre
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inferior ao da primeira fase. Para os substratos PaUP e 2PaUP a taxa maxima
ocorreu 23 horas apoés o inicio do processo de incubacdo e para os substratos
Pa, PaU e 2PaU o valor maximo foi atingido 28 horas apés. Tal como
aconteceu com o feno de prado natural, também neste caso, a segunda fase
de fermentacao corresponde a degradacédo da parede celular que é insoluvel
ou apresenta capacidade fermentativa limitada.

A Figura 6.8 permite-nos ainda confirmar que o patamar da fermentacao
dos cinco alimentos em que a palha de trigo foi a forragem utilizada, foi atingido

70 horas apés o inicio da incubacéo.

6.3.4 - CINETICA DE FERMENTACAO IN VITRO OBTIDA PELO METODO DA PRODUCAO DE

GAS—POLPA DE CITRINOS DESIDRATADA

No Quadro 6.5 apresentam-se os resultados obtidos apos a aplicagdo do
modelo logistico de duas fases aos valores da producéo de gas resultantes da
fermentacao in vitro da polpa de citrinos desidratada, com um suplemento de
ureia até 12% e 16% de PB.

Quadro 6.5 - Efeito da adicdo de ureia a polpa de citrinos, na variacao dos
parametros obtidos, apds aplicacdo do modelo logistico de duas fases a cinética de
fermentacéo in vitro (UP — polpa+ureia com 12% PB; 2UP — polpa+ureia com 16% de PB).

Alimentos P
uP 2UP
Ven 229.6 2054
(+28,69) (+16,46) ns
22,1 23,1
Hma (+1,84) (+2,55) ns
1 0.8 1,9
(0,65) (+0,66) ns
Vg 133,9 137,1
(22,91) (+12,24) ns
3,3 3,6
Hms (+0,91) (+0,57) ns
r? 0,996 0,998
(0,002) (0,001) ns
N 0,098 0,112
HmATVFA (+0,017) (0,005) ns
N 0,024 0,026
Hma/VFB (+0,004) (+0,002) ns
v 363,5 342,6
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(+9,42) (+4,22) Kk
** indica valores significativamente diferentes (P<0,01); ns — diferen¢as
néo significativas; + - desvio padrao

Verifica-se que a adicdo de maior quantidade de ureia (3,37% na matéria
seca da amostra) (2UP) provoca uma reducéo nao significativa no volume de
gas produzido na primeira fase (Vea) (205,4 +16,46 ml.gMO™) quando
comparado com o substrato em que a ureia foi adicionada a razdo de 1,95%
(UP) (229,6 +28,69 ml.gMO™). Nos dois casos considerados, a producédo de
gas foi muito maior na primeira fase do que na segunda fase de fermentacéao.

A maior quantidade de ureia também provocou a diminuicdo do volume
total de gas produzido (V) durante as 96 horas de incubacdo (P<0,01), que
passou de 363,5 (+9,42) ml.gMO™ no UP para 342,6 (+4,22) ml.gMO™ no 2UP.

Pelo contrario, o tempo de laténcia (1) teve um aumento nédo significativo
passando de 0,8 (+0,65) ml.gMO™ no UP para 1,9 (+0,66) ml.gMO™ no 2UP. O
aumento do teor em PB do substrato de 12% para 16% também provocou um
aumento nao significativo da taxa maxima de producédo de gas da primeira fase
(uma), do volume total de gas produzido na segunda fase (Vea), da taxa maxima
de producao de gas da segunda fase (umg) € das taxas especificas de digestao

da primeira (uma/Vea) € da segunda fase (ums/Ves) (Quadro 6.5).
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Figura 6.9 - Volume de gas produzido durante a primeira fase de fermentacéo,
durante a segunda fase de fermentacdo e durante todo o periodo de incubacdo da
polpa de citrinos com 12% de PB (UP) e com 16% de PB (2UP), calculado a partir da
aplicacao do modelo logistico de duas fases.

Na Figura 6.9 é possivel visualizar as curvas da evolucdo do volume
total de gés, do volume de gas produzido na primeira fase de fermentagéo e do
volume de gas produzido na segunda fase de fermentagdo, durante o periodo
de incubacdo. Verifica-se um aumento muito rapido da quantidade de gas
produzido logo a seguir ao inicio da incubacao do substrato. O volume de gas
produzido na primeira fase de fermentacdo corresponde no substrato UP e
2UP, respectivamente, a 63,1% e a 59,9% do volume total de gas produzido
em 96 horas.

Para os dois niveis de proteina do substrato, foi determinada uma
correlacao negativa (r=—0,878; P<0,01) entre 0 Veka € 0 Vg, € €ntre 0 Veg € 0 V
(r=—0,386; P>0,05) e uma correlacdo positiva entre 0 Vea € 0 volume total de
gas (V) produzido durante as 96 horas de incubacdo dos substratos (r=0,780;
P<0,05).
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Figura 6.10 - Taxa de fermentacdo da polpa de citrinos com 12% de PB (UP) e
com 16% de PB (2UP), calculada a partir da diferenga entre a producédo de gés obtida
para cada unidade de tempo.
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A Figura 6.10 mostra-nos a taxa de fermentacdo dos dois substratos
considerados, havendo uma grande uniformidade entre as duas curvas
apresentadas. A analise deste parametro evidencia uma coincidéncia entre o
inicio da producdo de gas dos dois alimentos incubados, reflectindo a
semelhanca entre os respectivos tempos de laténcia.

Para os substratos UP e 2UP, verifica-se que a taxa maxima de
fermentacdo ocorre durante as primeiras 6 horas de incubacédo, com um valor
maximo idéntico para os dois substratos.

A Figura 6.10 permite-nos ainda afirmar que o patamar de fermentacéo,

nos dois casos, foi atingido 60 horas apés a incubacao.

6.4 - DISCUSSAO

A composicdo quimica dos alimentos forrageiros utilizados é
apresentada no Quadro 6.1.

Confirmam-se os valores habituais de NDF para a palha de trigo (893,90
g.kgMS™ +17,364) valores que, embora idéntico aos referidos por RODRIGUES
et al., (1999) (820,8 g.kgMS™), CHAMBERLAIN e WILKINSON (1996) (805
9.kgMS™) e VAN SoEsT (1994) (850 g.kgMS™), é muito superior aos do feno de
prado natural (651,77 g.kgMS™ +5,011). Pelo contrario, a quantidade de PB da
palha (50,20 g.kgMS™ +2,023), é bastante inferior ao valor determinado para o
feno (80,60 g.kgMS™ +2,293) sendo, no entanto, superior aos valores, que
variam entre 24 e 39 g.kgMS™, referidos por outros autores (RODRIGUES et al.,
1999; CHAMBERLAIN € WILKINSON, 1996; VAN SOEST, 1994; AFRC, 1993)

RODRIGUES (1999), trabalhando com 6 fenos de prado natural com
origens diferentes, determinou valores médios de NDF e de PB
respectivamente de 688,1 e 74,8 g.kgMS™. Como se pode ver no Quadro 6.1, 0
feno com que trabalhdmos apresentou um NDF ligeiramente inferior e uma
guantidade de PB superior.

O outro alimento utilizado foi a polpa de citrinos desidratada cuja
composicdo quimica também pode ser observada no Quadro 6.1. Os
resultados obtidos para o NDF deste alimento (215,40 g.kgMS™* +5,656)
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encontram-se dentro dos valores indicados por FONSECA (1997) (219 g.kgMS™)
CHAMBERLAIN e WILKINSON (1996) (228 g.kgMS™) e VAN SoEST (1994) (230
g.kgMS™). No entanto, a polpa de citrinos que foi utilizada apresenta uma PB
(61,95 g.kgMS™ +0,353) inferior aos valores referidos por FONSECA (1997) (68
g.kgMS™) CHAMBERLAIN e WILKINSON (1996) (72 g.kgMS™), VAN SOEST (1994)
(70 g.kgMS™), AFRC (1993) (99 g.kgMS™).

Observando o Quadro 6.2 verificamos que ha uma grande
homogeneidade dos diferentes substratos em relagdo ao conteddo em matéria
organica. Verifica-se também que estdo organizados em dois niveis
absolutamente distintos de PB, 12% e 16%.

Quando analisdmos os resultados referentes a aplicacdo do modelo
logistico de duas fases a cinética de fermentacédo in vitro, verificAmos que os
resultados obtidos, para os diferentes parametros determinados para a primeira
fase de fermentacdo do feno (Vra, tma, tmal/VEea), coincidem com os valores
médios referidos por RODRIGUES (1999) para 6 fenos de prado natural
(Vea=29,1 ml.gMO™; tina=4,7ml.gMO™.h™; tina/Vea=0,29h™). O mesmo autor
analisou 4 palhas diferentes e os resultados médios que obteve para a primeira
fase (Vra=20,1 ml.gMO™; tina=7,9 ml.gMO™.h™"; tma/Vea=0,43h™) sdo diferentes
dos valores por nés obtidos, o que podera ter sido consequéncia de uma
composicao quimica diferente da palha com que trabalhamos.

Verificamos também que, para cada uma das forragens analisadas, o
aumento da quantidade de proteina bruta da amostra (de 12% para 16%)
provocou sempre uma diminuicdo na producao total de gas, nos casos em que
houve e ndo houve adicdo de polpa de citrinos (P<0,05). Esta tendéncia foi
pouco evidente em relagdo ao volume total de gas produzido na segunda fase,
mas foi significativa (P<0,05) em relacdo a primeira fase de fermentacéo. Nesta
fase da fermentacéo verificou-se mesmo uma situacdo extrema em gque nao foi
possivel determinar valores para o volume de gas produzido quando a palha foi
suplementada com ureia até 16% de PB.

Tendéncia idéntica foi constatada por FONDEVILA et al. (1997) que
obtiveram, nas primeiras 9 horas de fermentacdo de palha de cevada, maior
volume de géas produzido do que quando adicionaram ureia a palha para 10%
de PB ou do que quando utilizaram palha tratada previamente com amoniaco.
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Confirmando aquela tendéncia GrRiswoLD et al. (1996), utilizando um
substrato constituido por palha de aveia e milho gréo, analisaram o efeito que
diferentes fontes azotadas como a farinha de soja, os péptidos de soja, varios
aminoacidos e a ureia tinham sobre o crescimento da populacdo microbiana do
rumen. Os suplementos foram utilizados em diferentes combinac¢des, variando
de 100% de farinha de soja até 100% de ureia, de forma a fornecerem 10% de
PB uma vez que o milho e a palha forneciam até 6% da PB do regime
alimentar. Comparando o substrato em que utilizaram como fonte proteica
100% de farinha de soja, com aquele em que foi utilizada 100% de ureia,
verificaram que a ureia provocou uma diminui¢cdo na digestibilidade do ADF e
um aumento na digestibilidade dos hidratos de carbono n&o estruturais e na
guantidade de NH; produzido, atribuindo estas ocorréncias a elevada
degradabilidade da ureia. Nao detectaram qualquer variacdo na digestibilidade
do NDF e da matéria organica, nem na quantidade de azoto bacteriano
produzido. De referir que, a degradabilidade da proteina bruta do substrato,
variou entre 48,37 e 78,80%, respectivamente para os regimes alimentares
com 100% de proteina de soja e 100% de ureia.

A palha com que trabalhdmos, com um elevado NDF (839,90 g.kgMS™)
e com uma quantidade de PB superior ao normal (50,20 g.kgMS™), podera ter
evidenciado o efeito negativo da adicdo de 2,50% e de 3,91% de ureia. Nos
dois casos, devido a pouca quantidade de glucidos ndo estruturais existentes
na palha, terd havido um desfasamento entre a quantidade de NHj3 resultante
da rapida hidrolise da ureia e a quantidade de energia disponivel no ramen.
Esta ocorréncia foi mais evidente na primeira fase de fermentacdo, onde o
volume de géas produzido pelo substrato com 12% de PB foi de apenas 7,0
ml.gMO™ (P<0,05), quando comparado com o valor obtido para a palha de trigo
sem suplemento proteico (13,0 ml.gMO™), e onde ndo se obtiveram valores
para a producao de gas do substrato com 16% de PB.

Segundo DATT e SINGH (1995), o aumento da producéo de gas indica a
disponibilidade de energia e azoto fermentescivel e outros nutrientes para a
populacdo microbiana do rumen. Devido ao reduzido teor de glucidos
facilmente fermentesciveis na palha de trigo, cuja fermentacdo poderia

acompanhar a rapida hidrélise da ureia, a producéo de gas na primeira fase de

104



Efeito da suplementac&do com ureia e polpade citrinos na cinética da fermentacdo in vitro de alimentos fibrosos

fermentacdo da palha foi, nos nossos ensaios, negativamente afectada pela
suplementacao azotada.

O tempo de laténcia também aumentou com o aumento da quantidade
de ureia existente no substrato, tendo passado de 10,0 h na palha de trigo para
11,0 h na palha com 12% PB e para 13,7 h na palha com 16% de PB. O
elevado tempo de laténcia podera estar relacionado com o excesso de NH3
existente no substrato durante as primeiras horas de fermentagao.

RIHANI et al. (1993b) detectaram uma maior subida no valor do pH (7,03)
do contetdo do riumen de ovinos durante a primeira hora apds a ingestao de
alimentos com 2,52% de ureia na matéria seca (12,5% PB), do que no rimen
de animais que ingeriram apenas 1,47% de ureia (9,5% PB) (pH=6,90). No
entanto, ao fim de 9 horas o pH ja tinha baixado para valores da ordem dos 6,6.
CORDESSE e TABA-TABAI (1981) afirmam mesmo que, variacbes do pH desta
ordem alteram a actividade da populacdo bacteriana celulolitica, afectando a
digestibilidade dos alimentos. Situacdo idéntica parece ter ocorrido no nosso
trabalho, uma vez que as quantidades de ureia utilizadas (3,91% 2PaU e
2,50% PaU), superiores aos valores referidos por RIHANI et al. (1993b), poderéo
ter provocado o mesmo efeito.

Se 0 excesso de NH3 produzido originar um aumento do pH para valores
iguais ou superiores a 7,5 havera condi¢fes desfavoraveis para a actividade da
populacdo microbiana do rimen.

RANI et al. (1998) analisando o licor de rimen de bufalos com alcalose
induzida experimentalmente, verificaram que o pH médio e a concentragédo de
NH3; do licor de rimen tinham aumentado e que a actividade e o nimero total
dos protozoarios do rumen havia diminuido. Cerca de 96 horas apos deixar de
ser induzida a alcalose, os valores dos parametros alterados voltaram ao
normal. Estes resultados sdo confirmados por VENKATESWARLU et al. (1998)
que, ao analisarem as alteragBes ocorridas no licor de ramen de 10 bufalos
com sinais clinicos de uma alcalose induzida experimentalmente, verificaram
que o pH do fluido ruminal ultrapassou 7,5, que houve um aumento significativo
da concentracdo de NHs; no rumen, tendo verificado também aumentos
significativos nos niveis de glucose e de ureia no sangue. SAHU et al. (1993)

induziram alcalose aguda em 6 cabras adultas através da administracéo intra-
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ruminal de ureia. Ao analisarem o fluido ruminal dos varios animais, verificaram
uma hipomotilidade dos protozoarios do riumen até 6 horas apds o inicio da
alcalose. Verificaram também alterac6es importantes nos parametros
bioquimicos do rumen: ao fim de 2 horas, o pH ruminal atingiu o pico de 9,58;
os acidos gordos volateis desceram para um valor minimo (30 mEq.I™") ao fim
de 2,5 horas; o azoto amoniacal aumentou para 176,97 mg.I"* ao fim de 2,5
horas; o azoto total atingiu o valor de 385,01 mg.I"* 1 hora ap6s a administracdo
intra-ruminal de ureia. PEDRONA et al. (1994) e SAHU et al. (1994), constataram
a ocorréncia de sintomas de anorexia, apatia, perda de peso, dificuldades na
locomocgdo, aumento do pH da urina, aumento da temperatura rectal e
alteracdes nos ritmos cardio-respiratério, para além das alteracdes ja referidas
em relacdo ao ecossistema ruminal.

Com o feno de prado natural utilizado, também verificamos o efeito
negativo da suplementacdo crescente com ureia no volume de gés produzido
na primeira fase. A adicdo de 2,86% (2FU) provocou uma diminuicdo
acentuada (P<0,05) no volume de gas produzido (17,2 ml.gMO™) quando
comparado com o feno sem suplemento (26,4 ml.gMO™) (Quadro 5.3). Em
relacdo ao feno suplementado com 1,43% de ureia (FU), ocorreu uma
diminuicdo ndo significativa no volume de gas produzido na primeira fase de
fermentacdo (23,9 ml.gMO™).

Pelo contréario, a taxa maxima de producéo de gas da primeira fase (uma)
diminuiu com o aumento do teor em PB do substrato. O uma do feno com que
trabalhdmos (7,6 ml.gMO™.h™) foi igual ao valor determinado para o mesmo
parametro por RODRIGUES (1999), quando avaliou a cinética da fermentacao in
vitro de 6 fenos de prado natural diferentes (uma=7,85). As variacdes que
ocorreram na taxa maxima de producdo de gas na primeira fase de
fermentacdo permitem-nos afirmar que a adicdo de ureia a razédo de 2,86% e
1,43% afectou de forma n&o significativa aquele parametro.

O tempo de laténcia verificado durante a fermentacdo dos substratos
2FU (3,4 h) e FU (2,2 h) nado foi significativamente diferente do valor
encontrado durante a fermentagédo do feno sem suplemento (1,7 h) que, por
sua vez, foi inferior ao valor médio determinado por RODRIGUES (1999) para 6

fenos de prado natural (2,2 h). Ou seja, embora o tempo de laténcia tenha
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aumentado com o aumento da quantidade de ureia presente no substrato, esse
aumento nao foi indicador de um efeito negativo provocado pelo aumento do
teor em PB do substrato.

As diferencas encontradas em relacdo aos parametros Vea, tma € 4
resultantes da fermentacdo do feno de prado natural (NDF=65,17%;
PB=8,06%) e da palha de trigo (NDF=89,39%; PB=5,02%), corresponderdo ao
maior conteudo do feno em gldcidos citoplasmicos e em proteina bruta. Em
comparacdo com a palha, a maior producdo de gas na primeira fase de
fermentacado do feno € indicadora de maior actividade da populacdo microbiana
do ramen (MENKE et al., 1979).

A fermentacdo ruminal depende da quantidade de azoto ingerido e da
degradabilidade da fonte azotada. RussSELL et al. (1992) sugerem que ha
vantagens na utilizacdo de alguma quantidade de azoto n&o proteico. Os
mesmos autores referem que a populacdo bacteriana responsavel pela
degradacdo dos glucidos ndo estruturais, tem necessidade de azoto numa
proporcdo de péptidos/aminoacidos:NHs; de 66:34 e que aqueles valores ndo
sdo atingidos em regimes alimentares com 100% de azoto proteico.
Confirmando esta ideia, RIHANI et al. (1993b) verificaram que a concentracéo
de amoniaco no inéculo de rimen, ao fim da primeira hora, era muito mais
elevada nos animais que tinham ingerido maior quantidade de ureia (503
mg.I™) do que nos outros (317 mg.I'"). Ao fim de 6 horas, o NHs tinha baixado
para valores de 122 mg.I"* e 60 mg.I'* permitindo concluir que, para evitar tdo
grandes variacoes, devera ser utilizada uma fonte de azoto ndo proteico que
seja degradada mais lentamente. Tendo em conta que o acréscimo de PB néo
trouxe beneficios a digestibilidade da MO nem a producéo de acidos gordos
volateis, os mesmos autores concluiram que 9,5% de PB, incluindo 1,47% de
ureia, fornecem uma quantidade suficiente de azoto para favorecer a
fermentacao ruminal.

A normalizagdo do pH e da concentracdo de NH3; ao fim de algumas
horas apo0s o inicio da incubacédo do substrato podera explicar as pequenas
diferencas néo significativas em relacdo ao volume de gas produzido e a taxa
méxima de producdo de gas, que ocorreram na segunda fase de fermentacdo
da palha de trigo e do feno de prado natural, com ou sem suplementacéo
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proteica. A utilizacdo de niveis crescentes de PB para os substratos com palha
(Pa=50,20, PaU=119,32 e 2PaU=160,09 g.kgMS™) e para os substratos com
feno (F=80,60, FU=119,49 e 2FU=159,96 g.kgMS™) n&o provocou variacdes no
volume de gas produzido, nem na taxa maxima de producdo de gas da
segunda fase.

Véarios autores (RANI et al., 1998; RIHANI et al., 1993a; RiHANI et al.,
1993b; SAHU et al., 1993) referem que h4 uma normalizacdo da actividade da
populacdo microbiana do ramen 6, 24 ou mesmo 96 horas ap0s a ocorréncia
de fendmenos de alcalose. A intensidade e a duracéo da alcalose influenciam o
processo de recuperagdo da populacado microbiana do ramen.

Como seria de esperar, para todos os substratos fermentados, com
excepcao do 2PaU, o volume total de gas produzido foi condicionado pelo
volume de gas produzido na primeira fase. Verificaram-se volumes produzidos
sucessivamente decrescentes com 0 aumento da quantidade de ureia utilizada
como suplemento da palha e do feno. Quando se utilizou feno de prado natural
e palha de trigo com uma quantidade de ureia para 16% de PB, o volume total
de géas produzido foi significativamente menor (P<0,05) quando comparado
com o0s valores obtidos para os respectivos alimentos forrageiros sem
suplementos. Os nossos resultados ndo estdo de acordo com os valores
obtidos por DATT e SINGH (1995). Estes autores avaliaram a producdo de gas
da palha de trigo (3,39% PB) suplementada com quantidades crescentes de
farinha de amendoim (47,04% PB), de forma a que o suplemento proteico fosse
utilizado de 0 a 15% em relacdo ao total de matéria seca do substrato.
Determinaram correlagdes positivas elevadas entre o teor em PB do substrato
e 0 volume de gas acumulado durante 48 horas, a digestibilidade in vitro da
matéria seca e a digestibilidade in vitro da matéria organica. Pensamos que
estes resultados foram uma consequéncia do suplemento proteico utilizado
gue, para além de ter uma quantidade de energia metabolizavel elevada (13,7
MJ.kgMS™), contém azoto proteico que apresenta uma degradabilidade inferior
a da ureia.

Outros autores também tém verificado o efeito positivo que a
suplementacdo azotada tem na digestdo ruminal. Kroor et al. (1977)

verificaram que as digestibilidades da matéria seca, da matéria organica e da
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celulose aumentavam com a adicao de ureia até ao nivel de 8,5% de PB. De
realcar que a quantidade de ureia com que trabalhamos foi muito superior,
permitindo niveis de 12 e 16% de PB no substrato. Por sua vez, ADAMU et al.
(1988) verificaram um acréscimo da digestibilidade da MO, do NDF, do ADF e
da celulose da silagem de milho, ap6s a adicao de ureia a dieta base como
forma de aumentar o seu teor em PB de 8,7 para 12,3%. No entanto, neste
caso a dieta base foi constituida por silagem de milho, um alimento forrageiro
muito energético e rico em glucidos facilmente fermentesciveis no ramen.

STRITZLER et al. (1992) constataram que a utilizacdo, como suplemento,
de outras fonte proteicas com degradabilidade ruminal muito mais baixa do que
a ureia, obrigava a aumentar o teor em PB do regime alimentar para 14%. Ao
utilizar farinha de peixe com 50% de degradabilidade como suplemento
proteico de 8% até 14% de PB, detectaram um efeito favoravel na
digestibilidade da palha de cevada. A farinha de peixe originou também um
aumento na quantidade média de NHs; presente no ridmen, um aumento na
producdo total de &acidos gordos volateis, um aumento na actividade da
populacdo microbiana traduzindo-se numa maior quantidade de biomassa
bacteriana e de protozoarios existentes.

ERDMAN et al. (1986) sugere que a concentracdo de amoniaco
necessdria para uma Optima digestdo dos alimentos no rimen ndo é um valor
constante, mas € variavel em funcdo da degradabilidade da proteina alimentar
e da fermentescibilidade dos hidratos de carbono ingeridos pelo animal, o que
pode explicar a disparidade de valores referidos na bibliografia para
concentracoes ideais de NH3.0Os valores mais citados para a concentracdo de
NH3 no liquido ruminal como niveis Optimos, potenciadores da fermentacao
ruminal de alimentos fibrosos, variam entre 50 mg.I"* e 235 mg.I™* (STRITZLER et
al., 1998; MEHREZ et al., 1977).

MALES et al. (1981) demonstraram que o acréscimo do nivel proteico de
um regime alimentar a base de forragem, de 8 para 11%, aumentava as
digestibilidades da matéria seca de 45,4% para 48,5%, da celulose de 49,7%
para 55,1% e da hemicelulose de 45,4% para 48,5%. PRITCHARD € MALES
(1985) obtiveram um aumento significativo na digestibilidade da matéria seca

da palha de trigo utilizada na alimentacdo de bovinos com um suplemento
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proteico, quando este passou de 10 para 12% de PB. STRITZLER et al. (1998),
obtiveram resultados idénticos ao aumentar o teor em PB do regime alimentar
de 8 para 14% tendo verificado aumentos nas digestibilidades da matéria seca
de 37,7% para 40,9%, da celulose de 44,4% para 48,0% e da hemicelulose de
42,1% para 50,8%. Resultados semelhantes foram também obtidos por
WIEDMEIER et al. (1983), Kroprp et al. (1977) e Fick et al. (1973).

No entanto, € necessario ter cuidado com a interpretacdo destes
resultados uma vez que a degradabilidade ruminal da proteina € um parametro
crucial para avaliar o balanco proteico do rimen (MADSEN, 1985) e a utilizac&o
de diferentes tipos e quantidades de suplemento proteico provoca diferentes
alteragdes no pH ruminal.

A utilizacdo de um suplemento alimentar rico em glucidos rapidamente
fermentesciveis constitui uma das formas de permitir 0 aproveitamento pela
populacdo microbiana do rimen, do NHj; resultante da rapida hidrélise da ureia.

Ao adicionarmos polpa de citrinos desidratada (40% da matéria seca da
amostra) aos substratos contendo feno (FUP e 2FUP) e contendo palha (PaUP
e 2PaUP), verificAmos sempre um efeito favoravel na cinética da fermentacéo
in vitro.

Quando o alimento forrageiro foi a palha de trigo, a adicdo de polpa de
citrinos provocou sempre um aumento significativo (P<0,05) da taxa maxima de
producdo de gas na primeira fase, um aumento do volume de gas produzido
durante a primeira fase de fermentacdo e uma diminuicdo do tempo de laténcia
(P<0,05), quando comparado com o0s resultados obtidos para os substratos
constituidos por palha+ureia para 12% e 16% de PB (Quadro 6.4). O volume
de gas produzido na primeira fase passou de 7,0 ml.gMO™ no PaU (3,5% do
total de gas produzido) para 47,7 ml.gMO™ no PaUP (18,3% do total de gas
produzido). Esse aumento foi ainda mais evidente para o substrato com 16%
de PB, uma vez que a utilizacdo da polpa de citrinos permitiu passar de uma
producdo de gas praticamente nula na primeira fase para uma producao de
42,5 ml.gMO™ no 2PaUP, correspondendo a 17,1% do total de gas produzido
durante as 96 horas de fermentacdo. A utilizagdo da polpa de citrinos também
provocou uma reducao do tempo de laténcia que baixou de forma significativa

(P<0,05), passando de 10 — 13 h para valores da ordem de 3,3 h.
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O volume de gas produzido na segunda fase de fermentacdo dos
substratos PaUP e 2PaUP, aumentou em relacdo aos substratos sem polpa de
citrinos, sendo significativamente maior (P<0,05) em relagdo a producédo de gas
do PaU. Embora o efeito da adicdo da polpa de citrinos tenha sido mais
evidente na primeira fase de fermentacdo, indicando a presenca de maior
guantidade de glucidos facilmente fermentesciveis (Figura 6.6), € um facto que
também contribuiu para aumentar ligeiramente a producdo de gas na segunda
fase (Figura 6.7) e, consequentemente, aumentar o total de gas produzido
durante o periodo de incubacéao (Figura 6.5).

A quantidade de ureia utilizada 3,70% (2PaUP) e 2,28% (PaUP) néo
afectou significativamente os parédmetros relativos a producdo de gas na
primeira fase, embora o volume de gas produzido pelo substrato 2PaUP fosse
menor (-5,2 ml.gMO™) do que o valor obtido para o substrato PaUP. Efeito
idéntico ocorreu em relacdo a taxa maxima de producdo de gas da primeira
fase que baixou de 11,2 ml.gMO™.h™ no PaUP para 10,1 ml.gMO™.h"* (Quadro
6.4). Em termos globais podemos dizer que a polpa de citrinos contribuiu para
melhorar os parametros referentes a producéo de gas na primeira fase, e o
aumento do teor em proteina do substrato, de 12% para 16%, provocou uma
ligeira diminuig&o nos valores determinados.

Também quando o alimento forrageiro utilizado foi o feno de prado
natural ao qual foi adicionada polpa de citrinos, a quantidade de ureia utilizada
no substrato 2FUP (3,07%) e no substrato FUP (1,64%) parece ndo ter
afectado os parametros relativos a producdo de gas na primeira fase. No
entanto, tal como aconteceu com a palha, o volume de gas produzido na
primeira fase de fermentacdo n&o foi significativamente inferior no substrato
2FUP (78,5 ml.gMO™) quando comparado com o substrato FUP (84,5
ml.gMO™).

A utilizacdo da polpa de citrinos aumentou de forma acentuada a
proporcdo do volume de gas produzido na primeira fase de fermentacdo em
relacdo ao total de gas produzido durante 96 horas. Quando o feno foi utilizado
sem a adicdo da polpa de citrinos, a producdo de gas na primeira fase
correspondeu a valores que variaram de 10,1% no 2FUP a 13,8% no F. A
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utilizacdo do subproduto alterou substancialmente aqueles valores que
passaram a variar entre 33,2% no 2FUP e 34,9% no FUP.

Contrariamente ao que aconteceu com a palha de trigo, ndo se
verificaram diferencas significativas em relacdo a taxa maxima de producao de
gas e ao volume de géas produzido na segunda fase de fermentacdo (Figura
6.3), guando o feno de prado natural foi utilizado com e sem polpa de citrinos.
No entanto, o volume total de gas produzido durante o periodo de incubacédo de
96 horas foi muito maior (P<0,05) (+60 ml.gMO™) nos substratos em que se
adicionou polpa de citrinos ao feno mais ureia (Figura 6.1). De acordo com o0s
nossos resultados, a polpa de citrinos, rica em glucidos estruturais facilmente
hidrolisaveis pela populagdo microbiana do ramen, provoca um aumento do
volume de géas produzido na primeira fase de fermentacéo in vitro, quando se
utiliza a palha de trigo ou o feno de prado natural mais ureia, para teores de PB
de 12 e 16%.

O volume de gas produzido e a taxa maxima de producdo de gas em
periodos longos de incubacdo com inéculo de rimen, podem ser utilizados
para avaliar o potencial de crescimento microbiano de alimentos forrageiros.
Verifica-se uma correlacéo positiva elevada entre o volume de gas produzido e
0 crescimento bacteriano quando o substrato é o amido ou a celulose ou uma
mistura de hidratos de carbono (KRISHNAMOORTHY et al., 1991). Para o amido,
para a celulose e para uma mistura de hidratos de carbono, verifica-se que a
populacdo bacteriana cresce linearmente com o aumento da producao de gas.
Verifica-se também que a relacdo entre o crescimento microbiano total e a
producdo de gas € curvilinea, reflectindo elevada sintese por unidade de
volume de gas produzido, a taxas mais elevadas de producdo de gas
(KRISHNAMOORTHY et al., 1991). Isto permitiu avaliar o potencial de crescimento
microbiano total de alimentos forrageiros. No entanto a produgcéo acumulada de
gas dos alimentos forrageiros com composicdo quimica variada, como
indicador potencial do crescimento microbiano, deve ser considerada apenas
guando a composicdo das forragens e a sua producdo de gas € conhecida ou
guando sdo avaliados alimentos forrageiros de composicdo quimica

semelhante (KRISHNAMOORTHY et al., 1991).
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No entanto, outros autores (BLUMMEL et al., 1997a; BLUMMEL e
BULLERDIECK, 1997; MAKKAR et al., 1995; BLUMMEL, 1994; BLUMMEL, 1992) tém
vindo a afirmar poder existir uma correlacado negativa entre as quantidades de
acidos gordos volateis e de biomassa bacteriana produzidos, principalmente
quando aqueles valores estdo relacionados com a unidade de substrato
efectivamente degradado.

BARRIOS URDANETA et al. (1999), trabalhando com ovelhas de raca
Aragonesa em lactacao, utilizaram polpa de citrinos e cevada em grdo como
suplemento de regimes alimentares a base de palha de cevada tratada com
amoniaco. Verificaram que a digestibilidade da matéria organica aumentou
quatro vezes mais com a inclusdo da polpa de citrinos na dieta. Embora a
composicao do leite ndo tenha sofrido alteracdes, o volume produzido, o ganho
médio diario dos borregos, a excrecao diaria de alantoina na urina das ovelhas
e a eficiéncia da sintese microbiana tenderam a diminuir com o acréscimo da
polpa de citrinos no regime alimentar. Concluiram que a polpa de citrinos pode
ser utilizada na alimentacédo de ovelhas em lactacéo, desde que suplementada
com uma fonte proteica que evite o efeito negativo da falta de proteina daquele
subproduto, na producéo de leite.

RIHANI et al. (1993a), ao utilizarem regimes alimentares isoproteicos
(11,25% PB) constituidos por feno (43% da MS) e em que a polpa de citrinos
(polpa tratada previamente com ureia ou com amoniaco, polpatureia e
polpa+favas) foi utilizada a razdo de 45% do total da matéria seca ingerida por
ovinos, verificaram que a digestdo ruminal da matéria organica do regime
alimentar foi maior quando se utilizou polpatureia (69,5%) em comparacéo
com as outras formas de enriquecimento da polpa em azoto proteico e néo
proteico. No entanto, a sintese de azoto microbiano, a absorcdo de azoto, a
retencdo de azoto e a eficiéncia microbiana foram significativamente maiores
quando se utilizou polpa tratada previamente com ureia. Ao analisarem o
crescimento dos borregos, verificaram que a dieta suplementada com
polpa+ureia permitiu ganhos de peso significativamente maiores. Concluiram
gue o tratamento da polpa de citrinos com ureia parece ser um método seguro
de enriquecer a polpa com azoto ndo proteico, ndo alterando a taxa de

libertacdo de amodnia no rumen, permitindo mesmo uma utilizacdo mais
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eficiente do azoto (fluxo de azoto ndo amoniacal para o intestino / azoto
ingerido) em comparagdo com a suplementagcdo directa com a ureia. No
entanto, este aspecto ndo teve reflexos no crescimento dos borregos. De
acordo com 0s mesmos autores, o0 tratamento prévio da polpa com ureia em
comparacao com a adicdo de ureia ao alimento, parece ser vantajosa apenas
em regimes alimentares em que o azoto € factor limitante ao crescimento.

No nosso trabalho, verificAmos que a utilizagdo de polpa de citrinos
como suplemento de regimes alimentares com 12,04% de PB, a base de feno e
de palha evidenciou melhores resultados do que quando o teor em PB foi
aumentado para 16,04%, confirmando os resultados obtidos por BARRIOS
URDANETA et al. (1999) e RiHANI et al. (1993a).

Com o objectivo de investigar a extensdo da digestdo dos glucidos
estruturais e dos glucidos citoplasmicos de diferentes sub-produtos TANIGUCHI
et al. (1999), utilizaram novilhos Holstein que receberam regimes alimentares
diferentes a base de sub-produtos como a polpa de beterraba, a polpa de
citrinos e a casca de soja. Os novilhos utilizados tiveram uma ingestéo
semelhante de energia digestivel nas dietas controlo (74,9 MJ.dia™) e com
polpa de beterraba (75,8 MJ.dia™) ou cascas de soja (75,9 MJ.dia!) recebendo
ligeiramente menos energia digestivel na dieta com polpa de citrinos (70,7
MJ.dia™). No entanto, a quantidade de hidratos de carbono totais digeridos no
rumen foi menor para a dieta controlo e para as cascas de soja do que para a
dieta com polpa de beterraba e o fluxo duodenal de proteina microbiana foi
maior para a polpa de citrinos (65 g.dia™’) e para a polpa de beterraba (65
g.dia™) do que para a dieta controlo (52 g.dia™). Estes resultados indicam que o
fluxo de proteina microbiana para o duodeno esta mais relacionado com a
digestdo ruminal dos hidratos de carbono totais, do que com a ingestdo de
energia digestivel. Embora a eficiéncia de sintese da proteina microbiana tenha
sido mais elevada quando se utlizou polpa de citrinos (22,4 g N
microbiano.kgMO™ digerida no rimen), foi baixa em todas as dietas o que pode
estar relacionado com o baixo nivel de matéria seca ingerida pelos novilhos
durante o estudo. O regime alimentar também influenciou a concentragédo de

acidos gordos volateis no fluido ruminal sendo maior nos animais que
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consumiram os sub-produtos (115 a 128 mmol.I"") quando comparado com a
dieta padr&o (84 mmol.I™).

Ao estudarem o efeito da substituicdo parcial da silagem de milho por
polpa de citrinos e por farinha de milho em regimes alimentares para vacas
leiteiras, ROCHA FILHO et al. (1999) verificaram que a producéo de acido acético
foi sempre maior em dietas contendo polpa de citrinos. A producgéo de acido
propiénico aumentou em regimes alimentares contendo polpa de citrinos mais
farinha de milho e a producdo de acido butirico foi maior em regimes
alimentares com 23% de polpa de citrinos quando comparado com dietas com
apenas 12% de polpa de citrinos ou com 23% de milho. No entanto, a
quantidade total de &cidos gordos volateis ndo foi diferente para os diferentes
niveis de utilizacdo da polpa de citrinos e da farinha de milho. A proporcao
molar acetato/propionato baixou quando a farinha de milho foi incluida na dieta
com e sem polpa de citrinos. Os resultados sugerem que a polpa de citrinos
pode substituir o alimento forrageiro provocando alteracdes desejaveis no
ecossistema ruminal. Indicam também que a farinha de milho, utilizada como
suplemento de elevada concentracdo energética, provoca uma alteracdo na
fermentacao ruminal tipica dos alimentos concentrados. O amido e os acucares
sdo rapidamente fermentados no rimen dando origem a uma redugdo do pH
ruminal o que pode provocar a diminuigdo da ingestéo e da digestibilidade de
alimentos forrageiros. A utilizacdo de subprodutos que tenham uma elevada
concentracdo energética mas uma pequena quantidade de amido, provoca
menores efeitos negativos na ingestdo de matéria seca e na digestibilidade da
forragem, permitindo melhores resultados produtivos em vacas leiteiras e em
novilhos de engorda intensiva. Em situacbes em que ha necessidade de
complementar o alimento forrageiro, a utilizacdo de suplementos de elevada
digestibilidade como o bagaco de soja, o farelo de trigo ou a polpa de citrinos,
comparada com um suplemento a base de produtos ricos em amido tal como o
milho gréo, parece ser mais vantajosa mantendo o0 mesmo nivel produtivo.

No nosso trabalho também analisamos o efeito da adicdo de ureia a
polpa de citrinos, sem qualquer alimento forrageiro. Da analise do Quadro 6.5
verifica-se que a polpa de citrinos com suplementos de ureia de 1,95% (UP) e

de 3,37% (2UP), apresentou uma taxa maxima e um volume de producao de
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gas na primeira fase de fermentacdo muito superior aos valores
correspondentes, determinados para a segunda fase de fermentacdo (Figura
6.9). Verifica-se que a contribuicdo do volume de gas produzido na primeira
fase corresponde, nos dois casos, a valores da ordem dos 60% e que a
correlacdo entre 0 Vea € 0 V € positiva e elevada (r=0,780; P<0,05). Estes
aspectos, aliados ao baixo tempo de laténcia que variou entre 0,8 h (UP) e 1,9
h (2UP) leva-nos a afirmar que a polpa de citrinos, um alimento com elevada
concentracdo energética 12,6 MJ.kgMS™ (CHAMBERLAIN e WILKINSON, 1996),
permite conciliar a elevada taxa de fermentacdo da polpa (energia) com a
rapida producao de NHs.

A producdo total de gas durante o periodo de 96 horas de incubacéao foi
significativamente maior (P<0,01) quando se utilizou polpa de citrinos mais
ureia para 12% de PB. Também neste caso, e a semelhanca do que aconteceu
quando se utilizou a palha e o feno com suplementos de polpa de citrinos e
ureia, a adicdo de maior quantidade de ureia provocou uma diminuicao no Vga,
NO tima, NO VEg, NO ums € NO V. O volume de gas produzido na primeira fase de
fermentacdo esta relacionado com a degradacdo da fraccdo solavel e
facilmente fermentescivel dos alimentos. A segunda fase de fermentacao esta
directamente associada a degradacdo da parede vegetal com capacidade
fermentativa limitada.

Como o substrato utilizado é constituido por polpa de citrinos mais ureia,
polpa rica em pectinas e outros glucidos soluveis, a producdo de gas resume-
se quase exclusivamente a primeira fase (mais de 60% do total). A ureia
disponivel é facilmente hidrolisada havendo a libertacdo de NH; que é
rapidamente utilizado pela populacdo microbiana do rimen para a sintese de
proteina microbiana. JOHNSON (1976), refere que a sincronizacdo entre o
excesso de amoniaco e a disponibilidade de energia no riumen permite
aumentar a eficiéncia microbiana em relagéo a utilizagdo do NHs, melhorando
os resultados produtivos dos animais.

Tendo em conta que o volume de gas produzido durante a fermentacéo
do substrato é indicador da actividade da populacdo microbiana do rumen

(MeNKE et al., 1979), podemos afirmar que a adicao de 3,37% de ureia a polpa
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de citrinos provocou uma diminuicdo da actividade microbiana, ndo s6 na

primeira fase como no periodo total de incubacao.

6.5 — CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem-nos confirmar que a utilizacdo de uma
fonte de azoto ndo proteico como a ureia, na alimentacdo de ruminantes, deve
ser encarada com algum cuidado. Ao adicionarmos ureia ao feno de prado
natural e a palha de trigo, os resultados obtidos para os diferentes parametros,
apos a aplicacdo do modelo logistico de duas fases, foram afectados
negativamente, quando comparados com os alimentos forrageiros sem
suplemento. A adi¢do de ureia terd provocado um rapido e acentuado aumento
do NH3 e um aumento do pH para valores que terdo afectado a actividade da
populacdo microbiana do rimen, aumentando o tempo de laténcia e diminuindo
a importancia que a quantidade de gas produzido na primeira fase de
fermentacdo teve, em relagdo ao total produzido. Consideramos mesmo a
hipotese de terem ocorrido situacdes de alcalose com os substratos em que se
elevou a proteina bruta para 16%.

A utilizacdo da polpa de citrinos, provocou um aumento da producao
total de gés, reflectindo uma maior actividade microbiana durante o periodo de
incubacdo. Causou um acréscimo da producdo de gas na primeira fase de
fermentacdo e uma reducao no tempo de laténcia. Estas ocorréncias reflectem
o efeito favoravel que aquele subproduto teve na fase inicial de incubacéo. As
pectinas e outros glucidos facilmente fermentesciveis presentes na polpa
sofreram rapida degradagdo, acompanhando no tempo a répida hidrélise da
ureia, permitindo um eficaz aproveitamento do NH3 pela populacdo microbiana
do ramen. Com este suplemento ter& sido possivel evitar variacbes acentuadas
do pH, causadoras de uma diminui¢cao da actividade microbiana.

Nas circunstancias em que trabalhamos, ndo consideramos vantajosa a
utilizacao de ureia como unico suplemento do feno de prado natural e da palha

de trigo.
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A utilizacdo da polpa de citrinos desidratada, suplementada apenas com
ureia para 12% e 16% de PB, permitiu confirmar que este suplemento, embora
tendo pouco amido e outros glucidos citoplasmicos, sofreu uma rapida
fermentacdo no inicio do periodo de incubacao tendo-se obtido também uma
taxa maxima de producdo de gas muito elevada. Este aumento da producéo de
gas é reflexo da disponibilidade de energia e de azoto fermentesciveis e de
outros nutrientes necessérios para a multiplicacdo da populacdo microbiana. O
gue atras foi referido, associado ao muito baixo tempo de laténcia determinado,
permite-nos concluir gue mesmo sem alimento forrageiro, a polpa de citrinos
ndo ter4 provocado alteracdes no pH dos substratos de forma a afectar a
fermentacao ruminal.

Com excepcdo dos substratos em que apenas utilizamos polpa de
citrinos, em todas as outras combinacdes de alimentos o volume de gas
produzido na primeira fase de fermentacao foi inferior aos valores obtidos para
a segunda fase. Esta fase de fermentacdo estd associada a degradacao da
fraccao insoluvel com alguma capacidade fermentativa.

Como seria de esperar, a producdo de gas na segunda fase de
fermentacdo foi sempre maior nos substratos em que se utilizaram alimentos
forrageiros, o que esta relacionado com o maior contetdo em celulose e
hemiceluloses, quando comparados com 0s substratos em que apenas foi
utilizada a polpa de citrinos.

Confirma-se, mais uma vez, que a polpa de citrinos desidratada tem
potencialidades para ser utilizada na alimentagdo de ruminantes. Como € um
alimento pobre em proteina, consideramos indispensavel a sua suplementacao
com fontes azotadas. A utilizacdo de 1,95% de ureia permite a obtencédo de
bons resultados a nivel de laboratério.

A ureia, como Unico suplemento azotado de fenos e palhas, s6 devera
ser utilizada se também recorrermos a um suplemento energético, por hipétese

a polpa de citrinos. A quantidade de ureia a utilizar devera ser <1,64% no caso

de fenos de prado natural ou <2,50% no caso de palha de trigo.
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6.6 — CONCLUSOES

A utilizacdo de niveis crescentes de ureia como unico suplemento de um
feno de prado natural e de uma palha de trigo, provocou uma progressiva
diminuicdo dos valores obtidos para o volume de gas produzido e para a taxa
méaxima de producdo de gas das primeira e segunda fases de fermentacao e
para o volume total de gas produzido durante as 96 horas de incubacédo. Pelo
contrario, causou um aumentou do tempo de laténcia. O efeito negativo da
suplementacdo azotada foi mais evidente quando se utilizou a palha como
alimento fibroso.

A polpa de citrinos desidratada, como suplemento energético do feno e
da palha, foi benéfica para os niveis de suplementacdo azotada utilizados
contribuindo para a alteragdo dos parametros que definem o processo
fermentativo. Verificou-se um aumento significativo da producdo de gas e da
taxa maxima de producédo de gas da primeira fase de fermentacédo e do volume
total de gas produzido durante o periodo de incubacdo. O suplemento
energeético provocou mesmo uma diminuigdo significativa do tempo de laténcia
quando se utilizou a palha de trigo como forragem. Em todos os casos, com ou
sem ureia e com ou sem polpa de citrinos, o volume de gas produzido na
segunda fase de fermentacé&o foi muito superior ao volume de gas produzido na
primeira fase.

Quando utilizdamos apenas a polpa de citrinos com ureia, verificamos que
houve um aumento acentuado da quantidade de gas produzido e da taxa
maxima de producao de gas da primeira fase de fermentacdo e do volume total
de gés obtido durante o periodo de incubacdo. Quando comparada com 0s
substratos que também incluiram um alimento forrageiro, a polpa de citrinos,
para os niveis de suplementacdo azotada considerados, provocou 0 aumento
da proporcéo do gas produzido na primeira fase de fermentacdo em relacao ao

gas produzido na segunda fase.
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“O eterno retorno é uma ideia misteriosa de
Nietzsche que, com ela, conseguiu dificultar
a vida a ndo poucos filésofos: pensar que
um dia, tudo o que se viveu se ha-de repetir
outra vez e que essa repeticido se ha-de
repetir ainda uma e outra vez, até ao
infinito!”

Milan Kundera,1988.

CAPITULO 7 — A DIGESTIBILIDADE IN VITRO E A CINETICA DE
FERMENTACAO PELO METODO DA PRODUCAO DE GAS EM
ALIMENTOS FIBROSOS

7.1 - INTRODUCAO

A andlise do valor nutritivo de alimentos para ruminantes implica o
conhecimento ndo s6 da sua composi¢cdo quimica, como também de outros
parametros relacionados com a utilizacdo digestiva. Durante muitos anos a
energia, a proteina e a digestibilidade foram considerados parametros
essenciais na caracterizacdo dos alimentos forrageiros. Actualmente, devem
ser analisados outros parametros de modo a caracterizar, de forma
conveniente, os alimentos forrageiros utilizados na alimentagdo de ruminantes
com grande capacidade produtiva.

A maior parte das técnicas laboratoriais de rotina destinadas a avaliar in
vitro a digestibilidade dos alimentos forrageiros, baseiam-se no método de
TiLLEy e TERRY (1963) e de GOERING e VAN SOEST (1970). Além da
digestibilidade, a taxa de degradacédo das forragens € de crucial importancia
para manter o optimo funcionamento do rimen sendo um parametro alimentar
importante, na medida em que também influencia a ingestdo de matéria seca

Até ha algum tempo, a incubagédo de amostras em sacos de nylon era a técnica
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mais utilizada para estimar a taxa de degradacéo ruminal (MEHREZ e @RSKOV,
1977). Hoje existem outros meéetodos, menos trabalhosos e menos
dispendiosos, que também permitem avaliar com rigor o processo fermentativo.

A medicdo da producdo de gas para avaliar a taxa de digestdo dos
alimentos ndo é uma ideia nova. MCBEE (1953) citado por PELL et al. (1993)
descreveu um técnica manométrica para estudar a digestdo microbiana da
celulose e da hemicelulose, um método substancialmente modificado por
HUNGATE et al. (1955) citado por PELL et al. (1993). Ao longo do tempo tém sido
introduzidas varias modificacdbes e melhoramentos nos métodos utilizados.
Mais recentemente surgiu 0 método da producao de gas proposto por MENKE et
al. (1979) com o qual foi possivel medir com rigor o volume de gas produzido
durante 24 horas de incubagdo. Desta forma foi possivel avaliar o processo
dindmico da fermentacao, determinando-se a extensao e a taxa de degradacéo
do substrato incubado com inéculo de rimen e solucéo nutritiva tampao.

Muitos grupos de investigacdo tém vindo a medir o volume de gas,
utilizando grandes seringas de vidro (KHAzZAAL e @RSKOV 1994; NSAHLAI et al.,
1994) ou sistemas manométricos (WAGHORN e STAFFORD, 1993). Em ambos o0s
casos sdo necessarias leituras periodicas o que diminui a precisdo dos
sistemas, afectando as curvas cumulativas de producdo de gas que sé&o
obtidas com um reduzido nimero de dados. A capacidade de ajustamento dos
resultados obtidos a curva estimada, vai depender do modelo matematico
utilizado.

A evolucdo da técnica tem continuado de tal forma que, com o
aparecimento de transdutores de pressdo muito sensiveis, foi possivel produzir
dispositivos automaticos para medicdo do volume de gas. Estes, associados a
equipamentos informaticos, tém vindo a facilitar a obtencdo de um grande
namero de dados (THEODOROU et al., 1994; PELL e SCHOFIELD, 1993; BEUVINK et
al., 1992) que séo depois sujeitos a sofisticadas analises estatisticas utilizando
modelos matematicos (CoONE et al., 1997; GRoOT et al., 1996; SCHOFIELD et al.,
1994; FRANCE et al., 1993; BEUVINK e KOGUT, 1993) permitindo estimar, com
precisdo, os parametros que descrevem a cinética da fermentacao.

A producdo de gas in vitro estda directamente relacionada com a

fermentacdo ruminal permitindo obter informagdes preciosas sobre a forma
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como a populagdo microbiana do rdmen degrada ou ndo os alimentos
forrageiros.

Ao avaliarmos a producdo de gas estamos a medir ndo s6 o
desaparecimento do substrato, quantificando o residuo apds um periodo de
incubacdo, como também estamos a quantificar produtos resultantes da
fermentacdo como a biomassa microbiana, os acidos gordos volateis e o
volume de gas. Dependendo do método pelo qual o residuo da incubacao é
quantificado, os residuos consistirdo: no substrato ndo degradado mais a
biomassa bacteriana (obtida por ultracentrifugacdo) apdés a fermentacdo
(BLUMMEL, 1992); no substrato ndo degradado mais alguma biomassa
microbiana residual usando o método de TILLEY e TERRY (1963); no substrato
nao degradado isento de biomassa microbiana utilizando o método de TILLEY e
TERRY (1963) com as modificagdes introduzidas por GOERING e VAN SOEST
(1970).

Alguns autores tém afirmado que o volume de gas produzido durante as
fermentacdes in vitro tem uma relagédo directa com a producédo de biomassa
microbiana (KRISHNAMOORTHY et al., 1991).

No entanto, outros autores tém vindo a demonstrar que o método da
producado de gas reflecte apenas a producdo de acidos gordos volateis e outros
gases. Pode existir uma correlacdo negativa entre a quantidade de acidos
gordos volateis produzidos e a producdo de biomassa bacteriana (NAGA e
HARMEYER, 1975), particularmente quando ambas estdo relacionadas com a
unidade de substrato efectivamente degradado (BLUMMEL et al., 1997a;
BLUMMEL e BULLERDIECK, 1997; MAKKAR et al., 1995; BLUMMEL, 1994; BLUMMEL,
1992). Substratos com proporcionalmente maior volume de gas produzido tém
comparativamente menor producao de biomassa microbiana.

BLUMMEL et al. (1997a) sugerem que as determinacfes da producéo de
gas sejam complementadas com a correspondente determinacdo da
guantidade de substrato efectivamente degradado in vitro, utilizando uma
solucdo detergente neutra no tratamento do residuo (GOERING e VAN SOEST,
1970). Menor volume de gas produzido por unidade de matéria organica

efectivamente degradada indica menor producdo de acidos gordos volateis e
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consequentemente maior producdo de biomassa microbiana (BLUMMEL et al.,
1997a).

De um modo geral, a determinacdo do valor nutritivo dos alimentos
utilizados no regime alimentar de ruminantes é feita a partir do alimento
simples. Varios trabalhos em que a digestibilidade in vitro e o método da
producao de gas in vitro foram utilizados para avaliar a qualidade dos alimentos
confirmam isso mesmo (BORBA et al., 2000; RODRIGUES 1999; RODRIGUES et al.,
1999; ADESOGAN et al., 1999; ADESOGAN et al., 1998; HALL et al., 1998;
RoNQuiLLO et al., 1998; BLUMMEL e BULLERDIECK, 1997; CONE et al., 1996;
SCHOFIELD e PELL, 1995; KHAZAAL e @RSKOV 1994; BLUMMEL e @Rskov, 1993;
KHAZAAL et al., 1993). No entanto, nos regimes alimentares elaborados para
ruminantes, diversos alimentos sao incluidos em diferentes proporgbes. De
acordo com Woob e MANYUCHI (1997), PRASAD et al. (1994) e Moss et al.,
(1992), o valor nutritivo dos alimentos parece ser aditivo e nos regimes
alimentares para ruminantes a avaliacdo de cada alimento per si pode ser
enganosa. Um alimento pode influenciar outro em termos de digestibilidade e
de utilizacdo do azoto disponivel. Por esta razdo, alguns autores tém vindo a
utilizar o método da producéo de gas (THEODOROU et al., 1994) para avaliar a
degradacédo in vitro de misturas de alimentos (WooD e MANYUCHI, 1997) com
ou sem suplementos (OTTON e DOREAU, 1996; PRASAD et al., 1994).

Os objectivos deste trabalho foram: avaliar comparativamente o0s
resultados obtidos para a digestibilidade in vitro apds 48 horas e 96 horas de
incubacao, avaliar a eficacia do modelo logistico de duas fases na estimativa
dos parametros que definem a cinética da fermentacao in vitro de misturas de
alimentos e analisar a eficacia do método da producdo de gés na estimativa do
valor nutritivo de misturas de alimentos, utilizando os conceitos volume de gas

produzido e substrato efectivamente degradado.

7.2 — MATERIAL E METODOS

Para este trabalho foram utilizados todos os alimentos referidos em

6.2.1, cuja composicao quimica foi determinada conforme descrito em 6.2.2. A
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diferenca entre as fraccoes NDF e ADF, foi utilizada para determinar o teor em
hemiceluloses. O teor em celulose foi determinado pela diferenca entre as
fraccOes ADF e ADL.

Obteve-se o licor de rimen dos animais e da forma descrita em 6.2.3.
Para a determinacdo da digestibilidade in vitro e para o estudo da cinética de
fermentacdo in vitro, utilizou-se uma solucdo nutritiva tampéao elaborada da
forma referida em 6.2.4.

Para descrever a cinética de fermentacao in vitro aplicou-se o modelo
logistico de duas fases descrito em 6.2.5.

O tratamento estatistico realizado vem referido em 6.2.6 e as diferentes
relacBes entre os resultados da digestibilidade in vitro e os resultados obtidos
apos aplicacdo do modelo logistico de duas fases a cinética de fermentacgéo in
vitro, foram avaliadas por andlise dos coeficientes de correlacdo através do

método de Pearson por regressao linear simples (STEEL e TORRIE, 1980).

7.2.1 - DIGESTIBILIDADE IN VITRO

A digestibilidade in vitro das amostras estudadas foi efectuada
recorrendo ao meétodo de TILLEY e TERRY (1963) com as alteracdes introduzidas
por GOERING e VAN SOEST (1970), tendo sido utilizada a solugao nutritiva
tampéo ja descrita. As incubacgdes foram realizadas em balbes de Erlenmeyer
de 125 ml, contendo amostras de alimentos com 0,450 g e 40 ml de solucéo
nutritiva tampdao. Imediatamente ap0s a adi¢cdo da solucdo nutritiva tampao os
frascos foram selados com rolhas de borracha equipadas com um sistema de
fornecimento constante de CO, através de um manometro de agua, uma
valvula de Bunsen e um tubo para injeccao do licor de ramen.

A adicdo dos 10 ml de in6culo de rumen, foi efectuada depois de
estabilizar a pressao do meio de incubacéo.

Apbs 48 horas de fermentacdo procedeu-se a determinacao do teor em
NDF das amostras. Estes resultados foram ajustados a ensaios de controlo
onde se procedeu ao processo de extraccdo das amostras com a solucao de

detergente neutro, imediatamente apés a incubag¢do com licor de rimen.
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Para cada alimento foram feitas quatro repeticbes em quatro ensaios

realizados em dias diferentes.

7.2.2 - CINETICA DE FERMENTAGAO IN VITRO

A cinética de fermentacao foi determinada utilizando o método de
producdo de gas descrito em 6.2.4 e, apés as 96 horas de incubacéo, foi
determinado o teor em NDF do residuo de todas as amostras (GOERING e VAN
SoesTt, 1970). A quantidade de substrato efectivamente degradado foi
calculada por diferenca do peso da matéria seca da amostra para o peso do
residuo, apos accdo da solugcdo detergente neutra para remover a biomassa
microbiana do substrato ndo degradado (MAKKAR et al., 1995).

7.3 - RESULTADOS

7.3.1 - COMPOSICAO QUIMICA DOS ALIMENTOS UTILIZADOS

No Quadro 7.1 apresenta-se a composicdo quimica dos alimentos
utilizados. Com excepcéao do feno de prado natural (F) e da palha de trigo (Pa),
todas as outras amostras resultaram da combinacdo das forragens com um
suplemento energético, a polpa de citrinos desidratada (P), e/ou uma fonte de
azoto néo proteico, a ureia (U).

Verifica-se que as amostras utilizadas foram muito heterogéneas em
termos de composicdo quimica. A matéria organica variou entre 926,73
(+3,533) g.kgMS™ no alimento 2UP e 956,30 (+2,205) g.kgMS™ no PaU
(P<0,05). O teor em proteina bruta também foi muito diferente entre amostras
(P<0,05), tendo variado entre 50,20 (+2,023) g.kgMS™ no Pa e 161,31 (+1,469)
g.kgMS™ no alimento 2UP. A quantidade dos principais constituintes da parede
celular (celulose, hemiceluloses e lenhina) também foi muito diferente entre

amostras (P<0,05).
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Quadro 7.1 - Composicdo quimica dos alimentos utilizados: F — feno de prado
natural; FU — feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia (16% PB); FUP — feno+ureia+polpa de
citrinos (12% PB); 2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB); Pa — palha de trigo;
PaU - palhatureia (12% PB); 2PaU - palha+ureia (16% PB); PaUP - palhatureia+polpa de
citrinos (12% PB); 2PaUP - palhatureia+polpa de citrinos (16% PB); UP - polpa de
citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

MO PB NDF ADF ADL H C
g.kg MS™
F 941,505bmj 80,60° 651,77% 413,25% 61,22% 238,522 352,02°%

(#5,911)  (+2,293)  (¥5,011) (+6,217) (+2,223) (£7,382)  (+5,633)

FU 952,31  119,49° 641,00% 388,14° 59,64° 252,86° 328,501°
(£2,698)  (+2,638) (+1,892) (+2,570) (+1,935) (+1,351) (+3,612)

FUP  941,86" 120,27° 482,47° 324,48° 39,88 157,99% 284,59°
(+1,881)  (+2,168)  (+2,891) (+4,333) (+2,104) (+3,668)  (+4,501)

2QEU 947,89  159,96° 644,02° 385,60 58,49% 258,41° 327,10°
(+£3,304)  (+0,575)  (+5,043) (+4,525) (+1,305) (£7,716)  (5,571)

2EUP 953,15  160,72° 469,61° 327,82° 38,27¢ 141,78° 289,55°
(+4,767)  (+0,607)  (+8,813) (+4,173) (£0,527) (#12,426)  (¢3,832)

Pa 949,70  50,20° 893,90 521,80" 72,80° 372,10° 449,00°
(#3,511)  (¥2,023)  (#¥17,364)  (+10,702) (+5,093) (£25,065)  (+6,602)

PaU 956,30 119,32° 799,66° 469,91 61,092% 329,75' 408,81°
(+2,205)  (+1,236) (¢6,394) (+6,491) (+4,597) (+8,474) (+4,561)

PaUP 943,58"  120,58° 570,76° 382,61 52,72° 188,15° 329,89°
(+0,831)  (£1,057)  (9,965) (+6,103) (+1,011) (#8,139)  (+5,968)

2PaU 928,72  160,06° 810,39° 486,99° 61,18° 323,39 425,81
(+0,908)  (+5,457)  (+4,331) (£1,976) (£0,968) (#3,996)  (+1,365)

2PaUP 954,76  160,16° 553,07¢ 370,80° 43,59° 182,27% 327,20°
(+0,140)  (+0,354)  (¢3,471) (+4,692) (+0,519) (#5,098)  (+4,876)

UP 940,00°°  120,80° 206,72° 138,67° 23,27° 68,05° 115,39°
(+9,008)  (#¥1,731)  (+2,558) (+8,325) (+1,902) (£7,397)  (9,653)

2UP 926,73*  161,31° 213,85° 136,68° 23,07° 77,16° 113,61°
(£3,533)  (£1,469)  (+4,856) (+5,802) (+0,650) (+10,456)  (+5,207)

MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta; NDF — fibra de
detergente neutro; ADF — fibra de detergente acido; ADL — lenhina de detergente acido;
H- conteudo em hemlceluloses C — conteddo em celulose.

abedefoh_ yalores da mesma coluna com notacdes diferentes sdo significativamente
diferentes (P<0,05); £ — desvio padrao.

Com excepcao dos alimentos F e Pa, todos os outros foram agrupados
em amostras com 12% de PB (FU, FUP, PaU, PaUP e UP) e com 16% de PB
(2FU, 2FUP, 2PaU, 2PaUP, 2UP).

Para as duas forragens utilizadas de forma simples ou combinada com a
ureia, 0s componentes da parede celular constituiram a fraccdo

guantitativamente mais importante da MS. Para estes casos o NDF variou entre
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641,00 (+1,892) g.kgMS™ no substrato FU e 893,90 (+17,364) g.kgMS™ no
alimento Pa (P<0,05), o ADF variou entre 385,60 (+4,525) g.kgMS™ no 2FU e
521,80 (£10,702) g.kgMS™ no substrato Pa (P<0,05) e o ADL variou entre
58,49 (+1,305) g.kgMS™ no substrato 2FU e 72,80 (+5,093) g.kgMS™ no
alimento Pa (P<0,05).

Como seria de esperar, a inclusdo da polpa de citrinos provocou uma
diminuicdo da quantidade de NDF das amostras, baixando para valores que
variaram entre 206,72 (+2,558) g.kgMS™ (UP) e 570,76 (+9,965) g.kgMS™
(PaUP). O ADF e o ADL também diminuiram variando, respectivamente, entre
136,68 (+5,802) g.kgMS™ (2UP) e 382,61 (£6,103) g.kgMS™ (PaUP) e entre
23,07 (£0,650) g.kgMS™ (2UP) e 38,27 (+0,527) g.kgMS™ (2FUP).

Para todos os alimentos utilizados, a quantidade de celulose variou entre
113,61 (+5,207) g.kgMS™ no substrato 2UP e 449,00 (+6,602) g.kgMS™ no
substrato Pa (P<0,05) e a quantidade de hemicelulose variou entre 68,05
(+7,397) g.kgMS™ e 372,10 (+25,065) g.kgMS™ respectivamente, nos alimentos
UP e Pa (P<0,05).

Confirma-se, portanto, a grande heterogeneidade das amostras com o
objectivo de testar a eficacia do método da producdo de gas aplicado a

alimentos combinados, com composi¢cdo quimica muito diferente.

7.3.2 - DIGESTIBILIDADE IN VITRO

No Quadro 7.2 apresentam-se o0s Vvalores determinados para a
digestibilidade in vitro da MS e do NDF dos 12 alimentos utilizados. A
digestibilidade in vitro foi determinada ap6s 48 horas (Dig48) e 96 (Dig96)
horas de incubagdo. As amostras com que trabalhamos apresentaram
diferencas importantes (P<0,01) em relacdo a Dig48 e a Dig96 da MS e da
fraccdo NDF, confirmando a grande heterogeneidade dos alimentos utilizados.

A Dig48 da MS variou entre 63,60 (+0,050) % no alimento 2FU e 94,66
(+0,058) % no UP (P<0,05) e a Dig48 do NDF variou entre 45,80 (+0,075) % no
substrato 2FU e 83,57 (+0,254) % no UP (P<0,05).
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A Dig96 da MS variou entre 64,11 (+1,306) % no alimento F e 94,24
(+0,974) % no substrato 2UP (P<0,05) e a Dig96 do NDF variou entre 46,00
(+2,005) % no alimento F e 80,92 (+4,434) % no 2UP (P<0,05).

Quadro 7.2 - Resultados da digestibilidade in vitro (%) da matéria seca (MS) e
dos constituintes celulares (NDF) ap6s 48 horas (Dig48) e 96 horas de incubacao
(Dig96). (F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia (16% PB);
FUP — feno+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB);
Pa — palha de trigo; PaU - palhatureia (12% PB); 2PaU - palhatureia (16% PB);
PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16%
PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

Digd8 MS Dig96 MS P Dig48 NDF Dig96 NDF P
F 66,10 @ 64,112 * 49,052 46,00 *
(+0,548) (+1,306) (+0,854) (+2,005)
FU 65,95 64,422 ns 49,362 47,042 ns
(+0,041) (+1,559) (+0,057) (+2,360)
FUP 77,67° 76,84° ns 56,68 ° 55,01° ns
(+0,057) (+2,345) (+0,111) (+4,768)
2FEU 63,60° 66,21 % * 45,80° 49,76 ®° *
(+0,050) (+1,875) (+0,075) (+2,845)
2FEUP 77,58° 76,75° * % 56,32° 54,62° *
(+0,071) (+0,422) (+0,139) (+0,856)
Pa 70,53° 70,73° ns 66,65 67,49° ns
(+0,802) (+1,595) (+0,915) (+1,786)
PauU 68,49 ° 71,92°¢ * ok 62,54 ° 66,65 ° *
(+0,034) (+1,187) (+0,045) (+1,427)
PaUP 79,22" 77,83° ns 66,67 64,34° ns
(+0,038) (+1,154) (+0,057) (+1,926)
2PauU 66,25° 69,27 * 60,51° 64,08° *
(+0,047) (+1,912) (+0,057) (+2,258)
2PaUP 80,999 80,10 ¢ * 68,359 66,81 ° * %
(+0,010) (+0,473) (+0,020) (+0,821)
UP 94,66" 93,99° * % 83,57" 80,66 * %
(+0,058) (+0,193) (+0,254) (+0,820)
2UP 94,14" 94,24° ns 80,47' 80,92 ns
(+0,043) (+0,974) (+0,202) (+4,434)
EPM 0,142 0,699 0,189 1,260
P * % * % * % * *

abcdetdn _ yalores da mesma coluna com notacdes diferentes séo significativamente

diferentes (P<0,05); + — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade
calculada apés analise de variancia (* * P<0,01) (* P<0,05); ns — diferencas nao significativas.
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Observando o Quadro 7.3 verifica-se que n&o houve diferencas
significativas entre os resultados médios obtidos para a Dig48 e para a Dig96
da MS, respectivamente de 75,43 (+10,310) % e 75,53 (+9,910) %. Aconteceu
0 mesmo em relacdo a digestibilidade da fraccdo NDF sendo de 62,16

(+11,465) % as 48 e de 61,95 (+11,599) % as 96 horas de incubacéo.

Quadro 7.3 — Valores determinados para a digestibilidade in vitro da matéria
seca (Dig48 MS) e da fraccdo detergente neutra (Dig48 NDF) apos 48 horas de
incubacdo e para a digestibilidade apds 96 horas de incubacdo (Dig96 MS) (Dig96
NDF).

Digd8 MS  Dig96 MS EPM P

Digestibilidade (%) 7543 7553
(n=48) (+10,310) (+9,910) 1,460 ns

Dig48 NDF Dig96 NDF EPM P

Digestibilidade (%) 62,16 61,95
(n=48) (+11,465) (+11,599) 1,665 ns

+ — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade calculada apés
andlise de variancia; ns — diferencas nédo significativas.

7.3.3 - Cinética de fermentacéo in vitro

No Quadro 7.4 apresentam-se o0s valores obtidos para os diferentes
parametros, apos a aplicacdo do modelo logistico de duas fases a cinética da
fermentacdo in vitro dos diferentes alimentos.

Verifica-se que se obtiveram resultados muito diferentes (P<0,01) em
relacdo a cada um dos parametros determinados para os 12 alimentos
analisados.

Os valores determinados para 0 Vga variaram entre 7,0 (+0,64) ml.gMO™
no alimento PaU e 229,6 (+28,69) ml.gMO™ no UP. Para 0 uma variaram entre
4,5 (+0,43) ml.gMO™.h™* no substrato 2FU e 23,1 (+2,55) ml.gMO™*.h? no
substrato 2UP. O tempo de laténcia (A) variou entre 0,8 (+0,65) h no alimento
UP e 13,7 (¥2,11) h no alimento 2PaU. Os valores determinados para 0 Veg
variaram entre 133,9 (+22,91) ml.gMO™ no substrato UP e 213,3 (+4,14)
ml.gMO™ no alimento PaUP. Para o umg 0s valores determinados variaram

entre 3,3 (+0,91) ml.gMO™.h™* no alimento UP e 6,0 ml.gMO™.h™* nos substratos
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2PaU e Pa. O coeficiente de determinacéo (r?) variou entre 0,989 (+0,003) no
substrato 2PaU e 0,998 (+0,001) no 2UP.

Quadro 7.4 - Variacdo dos parametros obtidos apés a aplicacdao do modelo
logistico de duas fases na cinética de fermentacdo in vitro dos diferentes alimentos
utilizados (n=48). (F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia
(16% PB); FUP — feno+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos
(16% PB); Pa — palha de trigo; PaU - palha+ureia (12% PB); 2PaU - palha+ureia (16% PB);
PaUP - palhatureia+polpa de citrinos (12% PB); 2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16%
PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB)

2

VEeaw) ) A Vis Hmg r UmalVEeaG) tme!/Ves \

= 2647 76 17®  1650° 3,9 0,994 0,287° 0,024™° 191,4*

(£3,18)  (+2,38) (+0,76) (+2,07) (+0,28) (+0,002) (+0,080) (+0,002)  (5,17)

FU 23,9 5 7® 2,2  158,1* 3,4*  0,991° 0,242% 0,022  182,0®

(+2,791) (#¥1,61) (+0,20) (¢5,23) (+0,40) (+0,003 (+0,083) (+0,003) (+7,73)

FUP 84,5° 134  20* 157, 7%  35* 0,997 0,159°  0,022° 242,2°

(+3,02) (+0,44) (+0,46) (+8,04) (+0,18) (0,001 (+0,001) (+0,002)  (+7,35)

2EU 17,2% 4,5° 34° 1542°™° 33" 0,990° 0,267  0,022° 171,5°

(£2,00) (+0,43) (#0,39) (45,28) (+0,40) (£0,001 (£0,043) (+0,003) (+5,65)

2EUP  T785° 12,7 1,9® 1576  34* 0,996™ 0,162  0,022° 236,1°

(#5,32) (+1,45) (£1,68) (£7,15) (+0,33) (+0,002) (£0,011) (+0,002)  (+7,60)

Pa 13,0° 9,5  10,0°  204,7° 6,0° 0993  0,756° 0,030  217,7°

(£2,16) (+2,32) (+0,82) (+10,44) (+0,24) (£0,002 (+0,258) (+0,000)  (+9,92)

PaU 7,0° 57*  11,0°  194,4° 56 0,991° 0,816° 0,029 201,5%

(+0,64) (+0,33) (+0,14) (£3,93) (+0,24) (+0,002 (+0,101) (+0,001)  (3,79)

Paup 477 112* 33 2133 50 0997 0,236 0,024  261,0'

(#5,17) (¢1,15) (¥1,02) (+4,14) (+0,46) (£0,001 (+0,019) (+0,002)  (+3,71)

2PaU 13,7  199,3° 6,0 0,989% 0,030° 199,3°

- - (+2,11) (+8,05) (+0,10) (+0,003 - (+0,001)  (+8,05)

2PaUP 425™ 101% 33" 206,4° 4,9 0,997° 0,243*  0,024*  248,9°

(£7,52) (+0,61) (+0,84) (45,15) (+0,44) (£0,001 (£0,036) (+0,002)  (+7,42)

§]=) 2296  22,1° 0,8 133,9° 3,3 0,996™" 0,098 0,024®°  363,5"

(£28,69) (+1,84) (+0,65) (+22,91) (+0,91) (+0,002 (+0,017) (+0,004)  (+9,42)

2UP 205,4' 231° 1,9 1371 3,6°  0,998° 0,112* 0,026  342,6°

(+16,46) (+2,55) (+0,66) (+12,24) (+0,57) (+0,001 (+0,005) (+0,002)  (+4,22)

EPM 7,51 1,12 0,69 6,71 0,30 0,001 0,065 0,002 4,93

P * % * % * % * * * % * % * % * % * %
abcdet

— valores com notacdes diferentes na mesma coluna séo significativamente
diferentes (P<0,05); + — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade
calculada ap6s analise de variancia (* * P<0,01); (i) n=44.

Em relagdo a taxa especifica de digestdo da primeira fase de

fermentacdo (uma/Vea) O alimento UP (0,098 +0,017 h™) foi o que apresentou
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um valor mais baixo e o mais elevado foi obtido pelo alimento Pa (0,816 +0,101
h™). J& em relacdo ao parAmetro zmg/Vrs 0 valor minimo (0,022 h™) foi igual em
varios alimentos e o valor mais elevado (0,030 +0,001 h™) foi obtido pelo
substrato 2PaU. A producdo total de gas durante as 96 horas de incubacao (V)
foi mais elevada no substrato UP com 363,5 (+9,42) ml.gMO™ e mais baixa na
alimento 2FU com 171,5 (+5,65) ml.gMO™.
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Figura 7.1 - Curvas da cinética de fermentagdo dos alimentos utilizados:
F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia (16% PB);
FUP — feno+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB);
Pa — palha de trigo; PaU - palhatureia (12% PB); 2PaU - palhatureia (16% PB);
PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16%
PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

Consultando o Quadro 7.4, verifica-se que o volume de géas produzido na
primeira fase da fermentacdo do alimento Pa foi de 13,0 (+2,16) ml.gMO™. Esta
quantidade muito baixa, diminuiu ainda mais para o PaU (7,0 +0,64) ml.gMO™
(P<0,05) ndo sendo mesmo possivel determinar qualquer valor que definisse o
volume de géas produzido na primeira fase de fermentacao da palha+ureia com
16% de PB (2Pal). Por esta razdo foram considerados apenas 44 resultados

para os parametros que definem a primeira fase de fermentagé&o.
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A distribuicdo dos diferentes valores médios estimados para as curvas
de cinética de fermentacao dos 12 alimentos esta representada nas Figura 7.1,
7.2,7.3e7.4.

Observando a Figura 7.1 e analisando os valores obtidos para a
producdo total de gas (ml.gMO™) verificamos que os alimentos utilizados,
embora com composicdo quimica muito diferente, apresentaram uma
distribuicdo homogénea durante o periodo de 96 horas de incubacdo. No
entanto, foi evidente a maior producdo de gas dos substratos em que foi
utilizada a polpa de citrinos como suplemento. Verifica-se também que a menor
producdo esta associada aos substratos em que os alimentos forrageiros foram
suplementados com ureia (FU, PaU, 2FU e 2Pal).
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Figura 7.2 - Curvas da producdo de gas durante a primeira fase de
fermentacdo dos alimentos utilizados: F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12%
PB); 2FU - feno+ureia (16% PB); FUP — feno+tureiatpolpa de citrinos (12% PB);
2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB); Pa — palha de trigo; PaU - palhatureia (12%
PB); 2PaU - palha+tureia (16% PB); PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (12% PB);
2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16% PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB);
2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

As Figuras 7.2 e 7.3 representam a producdo de gas diferencial
(ml.gMO™) em cada uma das duas fases de fermentacdo dos alimentos
considerados. Verifica-se que, na primeira fase (Figura 7.2), os substratos que

atingiram maior volume de gas produzido foram aqueles em que se utilizou
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polpa de citrinos como suplemento. Destacam-se os substratos UP e 2UP em
gue a polpa foi utilizada apenas com ureia.

Pelo contrario, nos casos em que a forragem foi utilizada simples ou
suplementada com ureia (F, FU, 2FU, Pa, PaU), a produgdo de gas foi muito
baixa na primeira fase de fermentacdo. Uma situagcdo extrema ocorreu com a
palha de trigo suplementada com ureia (16% PB) (2PaU) em que, apos a
aplicacdo do modelo logistico de duas fases, ndo foi estimada qualquer
guantidade de gas na primeira fase de fermentagéo.

Verificou-se que a producdo maxima de gas obtida para os alimentos
forrageiros suplementados com polpa de citrinos ocorreu cerca de 2 a 4 horas
mais tarde do que quando a polpa nédo foi utilizada como suplemento. Com
estes substratos (F, FU, 2FU, Pa, PaU, 2PaU), a producdo maxima de gas

ocorreu 9 a 10 horas apo6s o inicio da incubacgéo.

250

200 A TYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY YV YA
T AAAARS .

Y A AAA A A A A A A A A AT A AT A A A ATATA

g I:&:%:-:—:"AA‘.“"‘% VA-A'A-A‘AAAAA'AAAAAAAAAAAvAAAAAAAAAAvA
=
@
£150 |
8
(o))
3]
=]
o 100
(T
O
=]
©
o
[

50 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (h)
——F —o—FU —0—2FU —e— FUP —O0— 2FUP —A—Pa
—a&— PaUu —— 2PaU —a— PaUP ——2PaUP —a—UP —0—2UP

Figura 7.3 - Curvas da producdo de gés durante a segunda fase de
fermentacdo dos alimentos utilizados: F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12%
PB); 2FU - feno+ureia (16% PB); FUP - feno+ureiatpolpa de citrinos (12% PB);
2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16% PB); Pa — palha de trigo; PaU - palha+ureia (12%
PB); 2PaU - palhatureia (16% PB); PaUP - palha+tureiatpolpa de citrinos (12% PB);
2PaUP - palhatureia+polpa de citrinos (16% PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB);
2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

Na segunda fase de fermentacdo, houve uma maior homogeneidade na

guantidade de gas produzido. Analisando a Figura 7.3, verifica-se que as
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curvas definidas apés aplicagdo do modelo logistico de duas fases aos
resultados obtidos, séo relativamente semelhantes. No entanto, constata-se
que houve uma inversdo da quantidade de gas produzido por substrato em
relacdo a primeira fase de fermentacdo. Os alimentos que produziram maior
volume de gas na primeira fase de fermentagdo produziram,
correspondentemente, menor quantidade de gas na segunda fase. Os
substratos contendo sé polpa de citrinos+ureia produziram a menor quantidade
de gas na segunda fase. Seguiram-se 0s substratos em que o feno de prado
natural foi utilizado como alimento fibroso, com ou sem suplementacao, e

agueles em que se utilizou a palha de trigo como forragem.
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Figura 7.4 - Taxas de fermentacdo dos alimentos utilizados: F — feno de prado
natural; FU —feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia (16% PB); FUP — feno+ureia+polpa de citrinos
(12% PB); 2FUP - feno+ureiat+polpa de citrinos (16% PB); Pa — palha de trigo;
PaU - palhatureia (12% PB); 2PaU - palha+ureia (16% PB); PaUP - palha+ureia+polpa de
citrinos (12% PB); 2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16% PB); UP - polpa de
citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB).

Verificamos também um desfasamento de cerca de 10 horas entre o
momento em que ocorreu o patamar de fermentacao dos diferentes alimentos.
Nos substratos UP e 2UP o patamar de fermentacdo ocorreu por volta das 62
horas de incubac&o. Nos substratos com feno ocorreu por volta das 68 horas e

nos substratos com palha de trigo ocorreu apos 72 horas de incubacéo.
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Estas ocorréncias podem ser confirmadas na Figura 7.4 onde sao
apresentadas as taxas de fermentacédo dos doze substratos utilizados.

Na Figura 7.4 constata-se que as taxas maximas de fermentacao
ocorridas na primeira fase, sdo muito heterogéneas quando comparadas com
as que ocorrem na segunda fase. Destacam-se 0s substratos em que a polpa
de citrinos+ureia foi utilizada s6, ou como suplemento dos alimentos
forrageiros, onde a taxa de fermentacdo da primeira fase € muito superior a
gue ocorre na segunda fase. Pelo contrario, nos substratos FU, 2FU, Pa e PaU
a taxa maxima de producéo de gas da primeira fase € pouco diferente da que

se observa para a segunda fase de fermentacéao.
7.3.4 - Cinética de fermentacdo in vitro sem residuo

No Quadro 7.5 apresentam-se os resultados obtidos para os parametros
determinados apdés a aplicacdo do modelo logistico de duas fases a cinética da
fermentagdo in vitro do substrato efectivamente degradado, dos diferentes
alimentos considerados.

Também neste caso se obtiveram valores muito diferentes (P<0,01) em
relacdo a cada um dos parametros determinados para os 12 alimentos
analisados.

Os valores determinados para 0 Vga variaram entre 11,2 (+2,77)
ml.gMO™ no alimento PaU e 238,9 (+30,10) ml.gMO™ no UP. Para 0 uma
variaram entre 9,0 (+0,84) ml.gMO™*.h? no substrato FU e 23,9 (+2,56)
ml.gMO™.h™ no substrato 2UP. O tempo de laténcia (1) variou entre 0,8 (+0,65)
h no alimento UP e 14,0 (+3,40) h no alimento 2PaU. Os valores determinados
para 0 Vgg variaram entre 139,3 (+23,72) ml.gMO™ no substrato UP e 276,1
(+21,24) ml.gMO™ no alimento Pa. Para 0 ums 0s valores determinados
variaram entre 3,4 (£0,94) ml.gMO™.h* no alimento UP e 8,4 (+0,64)
ml.gMO™.h™ no substrato 2PaU. O coeficiente de determinagéo (r?) variou entre
0,959 (+0,012) no substrato Pa e 0,998 (+0,001) no 2UP. Em relagédo a taxa
especifica de digestdo da primeira fase de fermentacdo (uma/Vea) 0 alimento

UP (0,098 +0,017 h™) foi o que apresentou um valor mais baixo e o mais
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elevado foi obtido pelo alimento Pa (0,537 +0,137 h™). J& em relacdo ao
parametro umgs/Ves 0 valor minimo (0,020 +0,004 h™) foi obtido pelo substrato
2FU e o valor mais elevado (0,031 +0,003 h™) foi obtido pelo substrato 2PaU. A
producéo total de gas durante as 96 horas de incubacgéo (V) foi mais elevada
no substrato UP com 378,2 (+10,19) ml.gMO™ e mais baixa no alimento 2FU
com 249,0 (+10,36) ml.gMO™.

Quadro 7.5 - Variacdo dos parametros obtidos apds a aplicagdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de fermentacdo in vitro do substrato efectivamente
degradado. (F — feno de prado natural; FU — feno+ureia (12% PB); 2FU - feno+ureia (16%
PB); FUP — feno+ureia+polpa de citrinos (12% PB); 2FUP - feno+ureia+polpa de citrinos (16%
PB); Pa — palha de trigo; PaU - palhatureia (12% PB); 2PaU - palha+tureia (16% PB);
PaUP - palhatureia+polpa de citrinos (12% PB); 2PaUP - palha+ureia+polpa de citrinos (16%
PB); UP - polpa de citrinos+ureia (12% PB); 2UP - polpa de citrinos+ureia (16% PB)

2
VEaq) HmA(i A Ves HmB r HmalVEaG)pime!/Ves \%

E 36,07 12,4™° 2,2° 245,47 6,1° 0,994 0,351 0,025 2814
(+3,83)  (#2,25) (+0,22)  (¢858)  (+048) (+0,002)  (£0,101)  (+0,001)  (+11,80)

FU 31,5% 9,0° 2,5° 236,7% 52%  0,992* 0,290 0,022% 268,2%
(£3,82)  (x0,84) (£0,58)  (£14,76)  (£0,55) (x0,001)  (+0,046)  (£0,002)  (+16,74)

EUP 106,0° 16,8° 2,0° 198,1° 4,4  0,997° 0,159 0,022% 304,1%
(#2,35)  (¢0,39) (+046)  (+14,29) (+0,24) (+0,001)  (£0,001)  (+0,002)  (+14,78)

2FU 25,6° 9,0° 31° 223,3* 43" 0,978 0,366 0,020 249,0°
(#4,91)  (#1,59) (£0,94)  (+10,51)  (£0,62) (x0,019)  (+0,105)  (£0,004)  (+10,36)
2QEUP  986° 15,9% 1,9° 198,0° 43"  0,996° 0,162 0,022*  296,7°*
(16,78)  (¢1,84) (¥168)  (¢822)  (¢0,40) (¥0,002)  (£0,011)  (+0,002)  (+8,73)

Pa 20,9° 10,7 10,0° 276,1° 8,1° 0,959 0,537" 0,030°  297,1°
(#4,72)  (x0,69) (+1,32)  (21,24)  (£0,47) (x0,012)  (+0,137)  (£0,001)  (+18,12)

PaU 11,2° 9,0 115"  260,6% 7,6°  0,991* 0,822° 0,030  271,8%°
(#2,77)  (#121) (#1,12)  (¢9,18)  (¢0,34) (+0,002)  (¢0,119)  (+0,000)  (+8,74)

PaUP  59.30° 13,9 3,3 265,0" 6,3*  0,997° 0,236  0,024™° 324,3°
(#6,22)  (#1,29) (+1,02)  (#6,55)  (¢0,62) (+0,001)  (+0,019)  (¢0,002)  (5,34)

2PaU 14,0° 272,3° 8,4°  0,990% 0,031° 272,3%
- - (¢3,40)  (¥13,69)  (+0,64) (£0,003) - (0,003)  (+13,69)

2PaUp 537" 12,3%° 3,3 250,6™"° 59 0,997° 0,230  0,024™°  304,3*
(535)  (:0,68) (+0,84)  (¢578)  (:0,51) (+0,001)  (+0,011)  (+0,002)  (46,52)

UP 238,9' 23,0° 0,8 139,3° 3,4° 0,996° 0,008°  0,024* 378,
(#30,10)  (¢1,92) (£0,65)  (£23,72)  (0,94) (x0,002)  (x0,017)  (£0,004)  (+10,19)
2UP 213,0' 23,9° 1,9° 142,2° 3,7 0,998° 0,112° 0,026 3553
(+16,39)  (+2,56)  (+0,66)  (+13,10)  (0,60) (+0,001)  (+0,005)  (0,002)  (+4,28)
EPM 7,912 1,093 0,949 9,593 0,340 0,005 0,051 0,002 8,184
P * % * % * % * % * % * * * % * % * %
abcdetf

— valores com notacdes diferentes na mesma coluna séo significativamente
diferentes (P<0,05); + — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade
calculada ap6s analise de variancia (* * P<0,01); (i) — n=44.
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Tal como foi referido anteriormente para os resultados constantes do
Quadro 7.4, também em relacédo aos valores apresentados no Quadro 7.5 néo
foi possivel determinar qualquer valor que definisse o volume de gas produzido
na primeira fase de fermentacdo do substrato 2PaU. Apenas foram
considerados 44 resultados para os parametros que definem a primeira fase de
fermentacao do alimento 2PaU.

No Quadro 7.6 apresentam-se o0s valores médios dos diferentes
parametros estimados apds a aplicacdo do modelo logistico de duas fases na
cinética da fermentacdo in vitro do substrato total (ST) e do substrato

efectivamente degradado (SED).

Quadro 7.6 - Valores médios dos diferentes parametros obtidos apés a
aplicacdo do modelo logistico de duas fases na cinética de fermentacdo in vitro do
substrato total (ST) e do substrato efectivamente degradado (SED) (n=48).

VEAG) ) A Vrs Hms r’ LinalVEaG) tima/Vrs \%

ST 705 11,4 46 1735 43 0,994 0,307 0,025 2381
(£74,89) (£6,17) (+4,29) (+28,62) (+1,12) (£0,004) (+0,250) (+0,004) (+58,91)

SED 81,3 142 47 2256 5,6 0,990 0,306 0,025 300,22
(£75,67) (£5,29) (+4,45) (+47,24) (+1,73) (£0,013) (£0,216) (+0,004) (+37,52)

EPM 11,35 0,86 0,63 5,63 0,21 0,001 0,035 0,001 7,12

P ns * ns ** ** ns ns ns **

+ — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média; P — probabilidade calculada apds
analise de variancia (* * P<0,01) (* P<0,05); ns — diferencas néo significativas; (i) — n=44.

Os valores determinados para a taxa maxima de producdo de gas da
primeira fase (uma), 0 volume de gas produzido na segunda fase (Vgg), a taxa
maxima de producao de gas da segunda fase (umg) € 0 volume total de gas (V)
aumentaram significativamente do ST para o SED. Foram respectivamente de
11,4 (+6,17) e 14,2 (+5,29) ml.gMO™*.h?' (P<0,05), 173,5 (+28,62) e 225,6
(+47,24) ml.gMO™ (P<0,01), 4,3 (+1,12) e 5,6 (+1,73) ml.gMO™.h* (P<0,01) e
238,1 (+58,91) e 300,2 (+37,52) ml.gMO™ (P<0,01).

Os valores determinados para o volume de gas produzido na primeira
fase (Vra) € para o tempo de laténcia (A) tiveram um aumento nao significativo
do ST para o SED. Pelo contrario, os valores estimados para o coeficiente de

determinacdo (r°) e para a taxa especifica de digestdo da primeira fase
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(uma/VEp) diminuiram de forma nao significativa do ST para o SED. A taxa

especifica de digestdo da segunda fase (ums/Ves) Ndo sofreu alteragéo.

7.4 - DISCUSSAO

A composicdo quimica dos alimentos utilizados € apresentada no Quadro
7.1. Como forragens utilizamos um feno de prado natural e uma palha de trigo.
Como suplemento energético utilizdmos uma polpa de citrinos desidratada e
como suplemento azotado a ureia. Com excepc¢ao do feno (F) e da palha (Pa),
todos os outros substratos resultaram de misturas de dois ou trés alimentos.

A eficacia do método da producéo de gas in vitro foi assim testada num
conjunto de 12 amostras com composi¢cao quimica muito diferente.

Se a quantidade de MO das diferentes amostras pouco variou, todos 0s
outros parametros foram muito diferentes. Verificou-se que a quantidade de PB
variou entre 50,20 e 161,31 g.kgMS™ o NDF variou entre 206,72 e 893,90
g.kgMS™, o ADF variou entre 136,68 e 521,80 g.kgMS™ e o ADL variou entre
23,07 e 72,80 g.kgMS™. As quantidades de celulose e de hemicelulose dos
substratos utilizados variaram, respectivamente, entre 113,61 e 449,00
g.kgMS™ e 68,05 e 372,10 g.kgMS™, confirmando a grande heterogeneidade
das amostras.

Na maior parte dos trabalhos que consultamos, a digestibilidade in vitro e
0 método da produgéo de gas in vitro tém sido utilizados para avaliar alimentos
simples. No entanto, em termos praticos, 0os regimes alimentares elaborados
para ruminantes incluem diversos alimentos em diferentes proporc¢des.

Alguns autores referem que, nos ruminantes, o valor nutritivo dos
alimentos parece ser aditivo. A digestibilidade dos constituintes da parede
vegetal pode aumentar quando as dietas contém nutrientes em quantidade
suficiente que estimulam a actividade dos microrganismos do rimen. Por esta
raz&do, varios autores tém vindo a utilizar o método da producdo de gas para
avaliar a degradacdo in vitro de misturas de alimentos com ou sem
suplementos (WoobD e MANYUCHI, 1997; OTTON e DOREAU, 1996; PRASAD et al.,
1994)
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7.4.1 - DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Os métodos in vitro utilizados para estimar laboratorialmente a
degradacéo dos alimentos para ruminantes sao ferramentas importantes para a
nutricdo animal. Estes métodos permitem medir o desaparecimento do
substrato, quantificando o residuo apdés um periodo de incubacdo. Permitem
também determinar os produtos resultantes da fermentacdo como a biomassa
microbiana, os acidos gordos volateis e o volume de gas produzido. O residuo
guantificado consistira no substrato ndo degradado mais a biomassa bacteriana
(obtida por ultracentrifugagcédo) apos a fermentacao (BLUMMEL, 1994; BLUMMEL,
1992), no substrato ndo degradado mais alguma biomassa microbiana residual
(TiILLEY e TERRY, 1963) ou no substrato ndo degradado isento de biomassa
microbiana utilizando o método de TILLEY e TERRY com as modificacfes
introduzidas por GOERING € VAN SOEST (1970).

O método utilizado para determinar a digestibilidade in vitro, foi
recentemente testado por RODRIGUES (1999). Este autor, comparou 0s
resultados obtidos para a digestibilidade in vitro de 6 fenos de prado natural e 4
palhas, com os resultados obtidos para a digestibilidade in vivo dos mesmos
alimentos. Verificou que as equacdes de regressao obtidas apresentaram um
coeficiente de determinacédo que variou entre 0,897 e 0,850 (P<0,01) com um
desvio padrdo residual respectivamente de 1,965 e 2,370. A partir destes
resultados, concluiu que foi observada uma distribuicdo homogénea nos
diferentes ensaios, o que permitiu inferir da aplicacdo desta técnica na
avaliacao da digestibilidade in vitro de alimentos para ruminantes.

No Quadro 7.2, apresentam-se o0s resultados obtidos para a
digestibilidade in vitro calculada apds 48 horas de incubacao (Dig48) e para a
digestibilidade in vitro calculada ap6s 96 horas de incubacéo (Dig96), da MS e
do NDF dos diferentes substratos. A Dig48 da MS e do NDF do feno foi,
respectivamente, 66,10% e 49,05%. Estes valores estdo muito proximos dos
resultados obtidos por RODRIGUES (1999) que, para um total de 6 fenos

determinou uma Dig48 média da MS e do NDF, respectivamente de 67,13% e
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53,15%. O mesmo autor obteve, para um total de quatro palhas, uma
digestibilidade da MS de 65,55% e do NDF 58,55%, valores semelhantes aos
obtidos por nés, para a palha de trigo.

O Quadro 7.3 mostra-nos os valores médios encontrados para a Dig48 e
Dig96 da MS e do NDF dos doze substratos utilizados, num total de 48
resultados. Foram encontradas diferencas nao significativas entre os valores
determinados para a Dig48 e Dig96 da MS (75,43 e 75,53%) e para a Dig48 e
Dig96 do NDF (62,16 e 61,95%). Os resultados médios obtidos parecem indicar
que a Dig48 podera ser substituida pela Dig96, determinada a partir do residuo
existente, apds o periodo de 96 horas de incubacéo inerente a utilizacdo do

método da producéo de gas.

Quadro 7.7 - Coeficientes de correlagéo (r) e de determinacéo (r?) (n=12) entre
a digestibilidade in vitro da MS e do NDF das amostras ao fim de 48 horas de
incubacao (Dig48) e os diferentes parametros obtidos apés aplicacdo do modelo
logistico de duas fases a cinética da fermentacao in vitro.

MS NDF
r r* EPM P r r* EPM P
VEa 0,922 0,852 4,302 * % 0,741 0,549 8,342 * %
LmA 0,939 0,882 3,840 * % 0,744 0,554 8,295 * %
y) -0,467 0,218 9,878 ns -0,025 0,001 12,418 ns
Veg -0,380 0,144 10,336 ns -0,060 0,004 12,399 ns
Lm -0,322 0,104 10,576 ns 0,125 0,016 12,324 ns
r2 0,836 0,700 6,123 * k 0,600 0,361 9,933 *
LialVEs 0360 0,130 10,419 ns -0,081 0,006 12,381 ns
,UmBNFB -0,108 0,012 11,107 ns 0,352 0,124 11,629 ns
\V/ 0,984 0,969 1,967 * % 0,905 0,818 5,295 * %

P — probabilidade calculada ap6s andlise de variancia * * - P<0,01; * - P<0,05; ns —
diferencas ndo significativas

No entanto, se analisarmos caso a caso 0s resultados presentes no
quadro 7.2, verificamos que, para alguns, ha diferencas significativas entre os
resultados da digestibilidade in vitro obtida ap6s 48 e 96 horas de incubacéo.
Constatdmos que para os alimentos F (P<0,05), 2FU (P<0,05), 2FUP (P<0,01),
PaU (P<0,01), 2PaU (P<0,05), 2PaUP (P<0,01) e UP (P<0,01) houve uma
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variacdo significativa entre a Dig48 e a Dig96, tanto da MS como do NDF.
Existindo em 58,3% das amostras diferencas significativas entre os resultados
obtidos para a Dig48 e para a Dig96, consideramos que a digestibilidade
deverd ser sempre calculada apés 48 horas de incubacgdo. Esta opinido foi
reforcada apos termos determinado as relagdes existentes entre os parametros
estimados com base no modelo logistico de duas fases e a digestibilidade da
MS e do NDF das amostras ao fim de 48 e 96 horas de incubac¢éo. Verificamos
gue, para todos os casos considerados, os coeficientes de correlagdo e de
determinacdo foram mais elevados com a Dig48 (Quadros 7.7) do que com a
Dig96 (Quadro 7.8). Isto indica-nos uma maior eficacia na interpretacao
associada de resultados provenientes do método da producdo de gas e da
digestibilidade in vitro, calculada ao fim de 48 horas de incubag¢do. Segundo
TILLEY e TERRY (1963), o periodo de incubacdo de 48 horas corresponderia ao
tempo médio de retencao das forragens no ramen.

Determinamos coeficientes de correlacéo elevados entre a Dig48 da MS
e 0 Vga (r=0,922; P<0,01), 0 uma (r=0,939; P<0,01) e o V (r=0,984; P<0,01) e
entre a Dig48 do NDF e 0 Vga (r=0,741; P<0,01), 0 tma (r=0,744; P<0,01) e o V
(r=0,905; P<0,01). Pelo contrario, encontrdmos coeficientes de correlacéo
negativos, muito baixos e nao significativos entre a Dig48 da MS e 0 Vgg
(r=-0,380) e 0 ump (r=-0,322). Entre a Dig48 do NDF e 0 Vg € 0 umg n&oO
encontrdmos qualquer correlacao.

Estes resultados sugerem-nos que o aumento da Dig48 da MS e do NDF
da amostra influencia, de forma determinante, os parametros inerentes a
primeira fase de fermentacdo, tendo pouca influéncia ou influenciando
negativamente os parametros associados a segunda fase. Em termos médios e
considerando todos os substratos utilizados, verifica-se que o volume de gas
produzido na primeira fase corresponde apenas a 22,8% do total de gas
produzido durante as 96 horas de incubacdo. No entanto, a percentagem de
gas da primeira fase esta positivamente correlacionada com as digestibilidades
da MS (r=0,906; P<0,01) e do NDF (r=0,647; P<0,05) do substrato. Pelo
contrario, a percentagem de gas produzido na segunda fase de fermentacéo
estd negativamente correlacionada com a Dig48 da MS (r=-0,906; P<0,01) e

com a Dig48 do NDF (r=-0,647; P<0,05). Infere-se daqui que, quanto maior for a
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digestibilidade da MS e do NDF dos alimentos, maior serd a proporcdo de gas
produzido na primeira fase de fermentacdo em relacdo ao total de gas. A
utilizacdo da polpa de citrinos confirma isso mesmo. Verificou-se um aumento
do volume de gas produzido na primeira fase de fermentacéo que influenciou o
volume total de gas produzido durante o periodo de incubacdo. Com a adicao
de polpa de citrinos aumentou a quantidade de substancias pécticas que foram
rapida e extensamente degradadas (TANIGUCHI et al., 1999; HALL et al., 1998;

BEN-GHEDALIA et al., 1989).

Quadro 7.8 - Coeficientes de correlagéo (r) e de determinacéo (r’) (n=12) entre
a digestibilidade in vitro da MS e do NDF das amostras ao fim de 96 horas de
incubacao (Dig96) e os diferentes parametros obtidos apds aplicagdo do modelo
logistico de duas fases a cinética da fermentacg&o in vitro.

MS NDF
r r? EPM P r r? EPM P

VEa 0,912 0,832 4,368 * k 0,655 0,429 9,321 *
HimA 0,902 0,814 4,594 * k 0,635 0,404 9,525 *x
y) -0,353 0,125 9,973 ns 0,146 0,021 12,211 ns
Ves -0,363 0,132 9,933 ns -0,006 0,000 12,343 ns
HmB -0,255 0,065 10,306 ns 0,234 0,055 12,001 ns
r2 0,762 0,580 6,908 * 0,456 0,208 10,985 ns
ﬂmA/VFA -0,325 0,105 10,081 ns 0,000 0,000 12,344 ns
ﬂmB/VFB -0,020 0,000 10,660 ns 0,490 0,240 10,760 ns
V 0,979 0,958 2,188 * % 0,822 0,676 7,023 *x

P — probabilidade calculada apds analise de variancia * * - P<0,01; * - P<0,05; ns —
diferencas néo significativas

De referir que, para alguns substratos considerados, a percentagem de
gas produzido na primeira fase foi inferior a 15% (2PaU 0,0%; PaU 3,5%; Pa
6,0%; 2FU 10,0%; FU 13,1% e F 13,7%) do total de gas produzido, enquanto
que para outros, onde sO existiu polpa de citrinos+ureia, foi superior a 50%
(2UP 59,9%; UP 63,1%). Pode-se concluir que substratos com digestibilidade
elevada contribuem para o aumento do volume de gas produzido na primeira
fase de fermentacdo enquanto que alimentos com menor digestibilidade
favorecem a producdo de gas na segunda fase. A correlacdo muito elevada
entre a Dig48 da MS (r=0,984; P<0,01) e do NDF (r=0,905; P<0,01) com o
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volume total de gas produzido durante as 96 horas de incubacao permitem-nos
ainda concluir que alimentos com maior digestibilidade levam a producéo de

maior volume total de gas durante as 96 horas de incubacéo

Quadro 7.9 — Coeficientes de correlacdo e de determinacdo entre 0s
constituintes da parede celular e a digestibilidade da MS e do NDF ao fim de 48
(Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Dig48 MS Dig48 NDF
r r EPM P r r* EPM P
NDE -0,867 0,752 5,562 * % -0,549 0,301 10,382 ns
ADFE -0,864 0,746 5,623 * % -0,584 0,341 10,079 *
ADL -0,901 0,811 4,857 * % -0,622 0,387 9,723 *
Hem -0,843 0,711 6,007 * % -0,487 0,237 10,847 ns
C -0,851 0,725 5,864 * % -0,574 0,329 19,174 ns
Dig96 MS Dig96 NDF

r r’ EPM P r r’ EPM P

NDE -0,831 0,690 5,925 * % -0,437 0,191 11,102 ns
ADF -0,842 0,710 5,738 * % -0,492 0,242 10,749 ns
ADL -0,889 0,791 4,876 * % -0,535 0,286 10,424 ns
Hem -0,790 0,624 6,533 * % -0,355 0,126 11,538 ns
C -0,828 0,686 5,969 * % -0,481 0,231 10,824 ns

Hem — Hemicelulose; C — Celulose; P — probabilidade calculada apés andlise de
variancia * * - P<0,01; * - P<0,05; ns — diferengas ndo significativas.

Além do que atras foi dito verificamos, também, que os coeficientes de
correlacdo e de determinacdo calculados entre os constituintes da parede
celular e a digestibilidade in vitro as 48 e 96 horas de incubacéo, foram sempre
mais elevados quando se relacionaram as quantidades de NDF, ADF, ADL,
hemicelulose e celulose das amostras com a Dig48 da MS do que com a Dig96
da MS (Quadro 7.9). Porém, a correlacdo dos constituintes da parede celular
com a Dig48 do NDF e a Dig96 do NDF apresenta coeficientes de
determinagdo muito baixos, ndo significativos.

Coeficientes de determinagcdo mais elevados para a Dig48 da MS

(0,811<r*>>0,711) (P<0,01) em todos os casos analisados, suportam as
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vantagens da utlizagdo da digestibilidade in vitro apdés 48 horas de
fermentacao.

A lenhina € um polimero estrutural pelo que, varios autores (RODRIGUES,
1999; WILSON e MERTENS, 1995; ENGELS e SCHURMANS, 1992) tém tentado
avaliar o seu efeito sobre a digestibilidade da parede celular. VAN SOEST
(1993), atribui a lenhina uma influéncia directa sobre a digestibilidade da
fraccdo NDF e GIGER-REVERDIN (1995) evidencia as relacbes negativas
existentes entre a lenhina e as digestibilidades da MS e da MO.

No nosso trabalho avali@mos, também, a influéncia que a fraccdo ADL
da MS dos substratos teve sobre a Dig48 da MS e do NDF (Quadro 7.9).
VerificAmos que a fracgcdo ADL (g.kgMS™) apresentou uma maior correlacéo
negativa com a Dig48 da MS (r=-0,901; P<0,01) do que com a Dig48 da
fraccdo NDF (r=-0,622; P<0,05).

Os valores que obtivemos nado estdo totalmente de acordo com os
resultados de RODRIGUES (1999) determinados para um conjunto de 6 fenos e 4
palhas. Aquele autor verificou existir um maior grau de associacao entre a
lenhina e a digestibilidade da MO n&o encontrando, pelo contrario, qualquer
relacdo significativa entre a digestibilidade da fraccdo NDF e a % de lenhina.

Os elevados coeficientes de determinacdo entre a Dig48 da MS e os
parametros que definem a primeira fase de fermentacdo (Vea € uma) € 0 volume
total de gas produzido durante as 96 horas de incubacéo (V) (Quadro 7.7),
permitem-nos propor a estimativa da Dig48 da MS tendo por base aqueles
parametros, mediante as seguintes equacgdes de regressao:

Dig48 da MS = 67,08894 + 0,128958 Vga r’=0,852
Dig48 da MS =59,99272 + 1,470397 tima r’=0,882
Dig48 da MS = 34,18652 + 0,17315 V r’=0,969

MENKE et al. (1979), utilizando a sua técnica para medir a producédo de
gas in vitro, determinaram uma correlacdo muito elevada (r=0,98) entre a
digestibilidade in vitro da matéria organica e o volume de gas produzido
durante o periodo de incubacdo. Idénticos resultados foram obtidos por

AREGHEORE € IKHATUA (1999), que utilizaram o mesmo método de producgédo de
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gas para avaliar o valor nutritivo de 6 subprodutos utilizados na alimentagéo de
ruminantes. Verificaram que a extenséo da degradacéo, a taxa de producéo e o
volume total de gas produzido, variou entre alimentos. Ao relacionarem a
producdo de gas com a digestibilidade in vitro da MO, verificaram existir um
elevado coeficiente de correlacdo entre o método utilizado (Hohenheim Gas
Test) e a digestibilidade de 5 dos alimentos estudados.

Pensamos que a partir dos resultados obtidos pelo método da producéo
de gés apds 96 horas de incubacdo do substrato, e depois de aplicado o
modelo logistico de duas fases para descrever a cinética de fermentacao in
vitro, alguns dos parametros determinados (Vga, uma € V) podem ser utilizados

para estimar, com rigor, a digestibilidade in vitro dos alimentos utilizados.

7.4.2 - EFICACIA DO MODELO UTILIZADO

A cinética de fermentacdo é caracterizada pela producdo de gas de
diferentes alimentos, simples ou combinados, e evolui em funcdo de um
conjunto de factores. Destacam-se as proporcgdes relativas das frac¢des soluvel
facilmente fermentescivel, insoltvel revelando capacidade fermentativa limitada
e nao degradavel. A descricdo matematica dos padrbes de fermentacdo das
fraccoes referidas proporciona a analise e avaliacdo dos dados
correspondentes a dimenséo e continuidade das relacfes que se estabelecem
entre elas.

Véarios modelos tém sido utilizados para estimar a producdo de gas
resultante da fermentacdo in vitro de diversos substratos. De acordo com
FRANCE e THORNLEY (1987), os modelos matematicos permitem descrever o
crescimento bacteriano e a evolugdo da concentracéo do substrato ao longo do
tempo de incubacéo.

O modelo exponencial de @rRskov e MCDONALD (1979) tem sido o mais
utilizado, essencialmente para avaliar a cinética da degradacdo de alimentos
para ruminantes utilizando incubagdes com sacos de nylon.

Inicialmente, devido a fraca precisdo dos sistemas mais antigos de

registo da producdo de gas, as curvas de producdo de gas podiam ser
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descritas pelo modelo mono-fasico (FRANCE e THORNLEY, 1987) e pelo modelo
exponencial (BEUVINK e KoGuT, 1993). Com a introducdo de equipamento de
registo mais avancado (BEuvVINK et al., 1992), os modelos mais simples
deixaram de descrever matematicamente de forma satisfatéria a producédo de
gas registada. E neste sentido que BEUVINK e KocuT (1993) introduzem o
modelo de Gompertz modificado, para descrever a producéo de gas da fraccao
do substrato rapidamente e lentamente fermentescivel. Com o aparecimento de
equipamento ainda mais preciso e de registo automético da producéo de gas,
para além das 48 horas de incubacdo (CoNE et al., 1996; THEODOROU et al.,
1994; PELL e SCHOFIELD, 1993), passaram a ser necessarios outros modelos
gue melhor descrevessem a cinética da producéo de gas. FRANCE et al. (1993)
propdem o modelo exponencial modificado, SCHOFIELD et al. (1994) propbem o
modelo logistico de duas fases, CoNE et al. (1996) e GRooT et al. (1996)
propdem o modelo multifasico e CoNE et al. (1997) propdem o modelo trifasico.

Para descrever a cinética de fermentacdo in vitro utilizdmos o modelo
logistico de duas fases (ScHOFIELD et al., 1994), considerando o tempo de
laténcia idéntico em cada uma das fases. O modelo logistico, que tem sido
utilizado por varios autores (RODRIGUES, 1999; HALL et al., 1998; STEFANON et
al., 1996; ScCHOFIELD et al., 1994; PELL et al., 1993), considera que a taxa de
crescimento microbiano € proporcional @ massa microbiana existente e a
quantidade de substrato digestivel. Considera também que a quantidade de
gas produzido durante o periodo de incubacéo € proporcional a quantidade de
substrato digerido.

O modelo logistico de duas fases permite a descricdo de uma fase inicial
da curva de producdo de gas, em que ocorre a fermentacdo do material
facilmente fermentescivel, e de uma segunda fase de producédo de gas, em que
ocorre a fermentacdo dos constituintes da parede celular mais dificiimente
fermentesciveis.

Ao analisarmos o Quadro 7.4 verificamos que, pese embora a diferente
composi¢cdo quimica dos substratos utilizados, resultante da combinagdo de
dois ou trés alimentos, o modelo logistico de duas fases permitiu estimar com
precisdo os parametros que definem a cinética da fermentacado in vitro. Foi

eficaz ao estimar os parametros Vea, tma, 4 Ves, tim, tima/VEa, tims/Ves € V,
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com coeficientes de determinacéo (r?) muito elevados e que variaram, para 0s
diferentes alimentos, entre 0,998 (+0,001) no substrato 2UP e 0,989 (+0,003)

para o substrato 2PaU.
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Figura 7.5 - Representagdo grafica dos valores observados e dos valores
estimados apés aplicacdo do modelo logistico de duas fases aos resultados obtidos
para os substratos polpa+ureia com 16% de PB (2UP) (r°=0,998), feno de prado
natural (F) (r*=0,994) e palha+ureia com 16% de PB (2PaU) (r?=0,989).

Como se pode ver na Figura 7.5, as curvas estimadas pelo modelo
praticamente se sobrepdem as curvas observadas para 0s trés substratos
considerados, situacdo que tende a ser menos evidente com a diminui¢cado do
valor de r.

Constatou-se que, com o modelo logistico de duas fases, houve alguma
dificuldade em estimar a fase inicial da curva de producdo de gas nos
substratos em que o tempo de laténcia foi muito elevado. De realgcar o
coeficiente de correlacdo negativo (r=-0,599; P<0,05) verificado entre o tempo
de laténcia e o coeficiente de determinacdo calculado. O coeficiente de
determinacdo (r’) mais baixo foi calculado para o substrato 2PaU, em que o
tempo de laténcia (1) foi de 13,7 h. Pelo contrario o r> mais elevado foi

estimado para o substrato 2UP com um A=1,9 h.
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Como seria de esperar, & medida que o valor de r* se aproximou da
unidade, a sobreposicdo entre a curva estimada e a curva observada foi quase
total (2UP; r?=0,998).

Quadro 7.10 - Coeficientes de determinacéo (r?) obtidos por Vvarios autores
apos aplicacao do modelo logistico de duas fases a cinética da fermentacao in vitro de
diferentes substratos.

Substrato r° Referéncia

Fenos de prado natural e palhas 0,992 > r?<0,996 RODRIGUES, 1999
Diferentes substratos r’> 0,970 HALL et al., 1998
Luzerna 0,995 > r?<0,999 STEFANON et al., 1996
Bromo 0,992 > r?<0,999 !

Celulose 0,9985 SCHOFIELD et al., 1994
Milho forragem 0,9997 PELL et al., 1993
Cascas de soja 0,9990 .
Feno-silagem de luzerna 0,9980 .

Os valores de r* muito elevados, determinados neste trabalho para os 12
substratos utilizados (Quadro 7.4), coincidem com o0s coeficientes de
determinacao obtidos por RODRIGUES (1999), HALL et al. (1998), STEFANON et al.
(1996), ScHOFIELD et al. (1994) e PEeLL et al. (1993) (Quadro 7.10). Estes
autores também usaram o modelo logistico de duas fases para descrever a
cinética de fermentacéo in vitro. No entanto, as amostras utilizadas em cada
uma das fermentacdes eram constituidas apenas por um alimento.

Ao analisarmos o Quadro 7.10, os valores de r* foram sempre muito
elevados tendo variado entre 0,999 e 0,992.

RODRIGUES (1999), trabalhando com 6 fenos de prado natural e 4 palhas
diferentes, encontrou coeficientes de determinacédo que variaram entre 0,996 e
0,992 no primeiro caso e 0,994 e 0,993 no segundo caso. Os valores
determinados neste trabalho para o feno de prado natural (r°=0,994) e para a
palha de trigo (r’=0,993), enquadram-se naquela gama de valores.

Os resultados que obtivemos séo ligeiramente superiores aos verificados
por HALL et al. (1998). Aqueles autores, utilizando o modelo logistico de duas

fases para descrever a cinética de fermentacdo de substratos como a polpa de
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citrinos, a polpa de beterraba e as cascas de soja obtiveram, sempre,
coeficientes de determinacéo iguais ou superiores a 0,97. Concluiram que o
modelo foi eficaz para estimar os parametros de fermentacéao.

Constatdmos que, a medida que aumentava a quantidade de ureia e PB
dos substratos ndo suplementados com polpa de citrinos, o valor de r?
diminuia. Determindmos correlacfes negativas elevadas entre as quantidades
de ureia (r’=0,923; P<0,01) e de PB (r>=0,824; P<0,05) do substrato e o valor
de r%. Pelo contrario, nos substratos suplementados com polpa de citrinos, néo
detectdmos qualquer efeito do aumento da quantidade de ureia e PB na
diminuic&o do valor de r.

Ao compararmos o NDF dos 12 alimentos utilizados com o coeficiente
de determinacéo obtido apés a aplicacdo do modelo logistico de duas fases,
determindmos uma correlacdo negativa (r=-0,726; P<0,01) entre o NDF e o r?
obtido para cada alimento. Este resultado ndo esta de acordo com os valores
obtidos por PELL et al. (1993). Embora elevada nos dois casos, a precisdo do
modelo logistico foi ligeiramente superior ao estimar a cinética de fermentacao
de cascas de soja (r°=0,999) do que de feno-silagem de luzerna (r* =0,998)
ainda que o NDF do primeiro alimento (NDF=64,8%) fosse muito superior ao
NDF da luzerna (NDF=34,3%).

Tendo em conta os resultados obtidos, consideramos que o modelo
logistico de duas fases pode ser utilizado para descrever a cinética da
producdo de gas de alimentos com caracteristicas fermentativas muito
diferentes. O modelo é eficaz ndo s6 para alimentos analisados individualmente
(F, Pa), como também para misturas de alimentos (FU, 2FU, FUP, 2FUP, PaU,
2PaU, PaUP, 2PaUP, UP, 2UP), estimando a curva de producdo de gas de
forma muito precisa. No entanto, parece-nos que podera ser menos eficaz para
definir a curva de producdo de gas de substratos (forragens) ricos em PB,
principalmente quando esta PB resulta da adicdo de fontes azotadas

rapidamente fermentesciveis.
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7.4.3 — EFEITO DOS CONSTITUINTES DA PAREDE CELULAR NOS PARAMETROS

CALCULADOS APOS APLICACAO DO MODELO A CINETICA DE FERMENTACAO

Ao analisarmos as correlagdes existentes entre os parametros obtidos
apos a aplicacdo do modelo logistico de duas fases a cinética da fermentacéo
in vitro e o NDF, o ADF, a hemicelulose e a celulose das amostras dos
alimentos com que trabalhdmos (Quadros 7.11 e 7.12), verificAmos existirem
sempre correlacbes negativas elevadas (P<0,01) com os parametros que
definem a primeira fase de fermentacdo e o volume total de gas produzido. A
correlacdo negativa entre os constituintes da parede celular e os parametros
atrds referidos € reflexo da menor quantidade de glucidos facilmente
fermentesciveis existente nos alimentos com maior quantidade de fibra.
Observaram-se, pelo contrario, correlacdes positivas (P<0,01) entre os
parametros da segunda fase de fermentacdo (Vs € ums/Ves) € 0s glucidos

estruturais presentes na amostra.

Quadro 7.11 - Coeficientes de correlacdo e de determinacéo entre o NDF e o
ADF da amostra e os diferentes parametros obtidos apds aplicacdo do modelo
logistico de duas fases a cinética da fermentacao in vitro (n=12).

NDF ADF
r r’ EPM P r r’ EPM P

\ -0,931 0,866 29,237 * % -0,958 0,918 23,831 * %
Uma -0,878 0,771 3,414 * % -0,886 0,785 3,115 * %
y) 0,757 0,573 2,981 * % 0,704 0,496 3,239 *
Vg 0,712 0,507 20,844 * % 0,757 0,573 19,406  * *
Ums 0,726 0,527 0,791 * % 0,713 0,509 0,806 * *
r2 0,726 0,528 0,002 * % -0,656 0,430 0,003 *
UiV 4 0,601 0,362 0,209 * 0,553 0,306 0,218 ns
Ums/N g 0480 0,231 0,002 ns 0,404 0,163 0,003 ns
V -0,839 0,704 34,571 * % -0,852 0,727 33,218  * *

P — probabilidade calculada apés andlise de variancia * * - P<0,01; * - P<0,05;
ns — diferencas nao significativas

Vérios autores tém vindo a confirmar que os constituintes da parede

celular ndo tém todos a mesma digestibilidade. Por exemplo, e em relacédo aos
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dois glacidos estruturais que s&o considerados neste trabalho, as
hemiceluloses existentes em fenos de luzerna, de prado natural e de varias
gramineas, apresentam valores de digestibilidade in vitro superiores aos que se
verificam para as celuloses (SUSMEL e STEFANON, 1993; COLLINS, 1988; JUNG e
VAREL, 1988).

Determinamos, para o NDF, correlacfes negativas com 0 Vga (r=-0,931;
P<0,01), 0 uma (r=-0,878; P<0,01) e o V (r=-0,839; P<0,01), para o ADF com o
Vea (r=-0,958; P<0,01), 0 uma (r=-0,886; P<0,01) e o V (r=-0,852; P<0,01), para
a hemicelulose com 0 Vga (r=-0,867; P<0,01), 0 uma (r=-0,840; P<0,01) e 0 V
(r=-0,795; P<0,01) e para a celulose com 0 Vga (r=-0,955; P<0,01), 0 tma
(r=-0,873; P<0,01) e o V (r=-0,844; P<0,01). Encontramos correlactes
positivas, em alguns casos mais baixas, entre o NDF e o Vgg (r=0,712; P<0,01),
0 ums (r=0,726; P<0,01) e o 4 (r=0,757; P<0,01), o ADF e o0 Vg (r=0,757;
P<0,01), 0 ums (r=0,713; P<0,01) e 0 A (r=0,704; P<0,01), a hemicelulose e o
Ves (r=0,634; P<0,01), 0 ums (r=0,718; P<0,01) e o A (r=0,798; P<0,01) e a
celulose e 0 Vgg (r=0,770; P<0,01), 0 ums (r=0,724; P<0,01) e o A (r=0,711;
P<0,01).

Quadro 7.12 — Coeficientes de correlacdo e de determinagdo entre a
hemicelulose e a celulose da amostra e os diferentes parametros obtidos apés
aplicacdo do modelo logistico de duas fases a cinética da fermentacao in vitro (n=12).

Hemicelulose Celulose
r r° EPM P r r’ EPM P
Ve -0,867 0,751 39,866  ** -0,955 0,911 24,217  **
L -0,840 0,706 3,871  ** -0,873 0,762 3,204  x*
y) 0,798 0,636 2,751  ** 0,711 0,506 3,205  x*
Vs 0,634 0,401 22,967 * 0,770 0,593 18,947  * %
L 0,718 0,516 0,801  ** 0,724 0,524 0,794  x*
r2 -0,791 0,625 0,002  *x -0,637 0,406 0,002 *
UmlNps 0841 0412 0,201 * 0,545 0,297 0,219 ns
Uns/Nes 0559 0313 0002 s 0,409 0,167 0,003 ns
\V; 0,795 0,704 38,520 ** 0,844 0,712 34,094  **

P — probabilidade calculada apés andlise de variancia * * - P<0,01; * - P<0,05;
ns — diferen¢as nédo significativas
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No Quadro 7.1 estdo indicados os valores da composicdo quimica dos
alimentos utilizados. Como seria de esperar, nas amostras em que se
adicionou a polpa de citrinos como suplemento, o NDF, o ADF, a hemicelulose
e a celulose do substrato apresentaram valores mais baixos, correspondendo a
uma menor quantidade de glacidos da parede celular, insollveis e revelando
capacidade fermentativa limitada ou mesmo néo degradaveis. Constatou-se o
aumento do volume de gas produzido na primeira fase de fermentacdo e da
taxa maxima de fermentacdo da primeira fase, contribuindo assim para o
aumento do volume total de gas produzido durante o periodo de incubacao de
96 horas.

Observando a Figura 7.6 verificamos que, pese embora o coeficiente de
correlacdo elevado entre o Vea € 0 NDF da amostra (r=-0,931; P<0,01), a
intercepcdo da equacgdo de regressdo é significativamente diferente de zero
(P<0,01). Isto parece indicar que ocorre a degradacdo de uma quantidade
substancial de NDF que nao é contabilizada para a producdo de gas na
primeira fase de fermentacdo. Ao mesmo tempo, constatamos que por cada g

de NDF da amostra séao produzidos 0,329 ml de gas.
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Figura 7.6 -. Representacao gréfica da equacdo de regressao linear entre o
NDF das amostras e o volume de gas produzido na primeira fase de fermentacao (Vea)
(r*=0,866) (Vra = 255,4312 — 0,32996 NDF).

Pelo contréario (Figura 7.7), o Vg apresenta um coeficiente de correlagédo
com o NDF mais baixo (r=0,712; P<0,01). Também neste caso, o ponto de

intercepcao da recta com o eixo dos Y é significativamente diferente de zero
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(P<0,01) parecendo ser necesséaria a degradacdo de menor quantidade de
NDF antes de haver producdo de gas na segunda fase de fermentacdo. Neste
caso verificamos que, por cada g de NDF da amostra, sdo produzidos 0,0937
ml de gas, quantidade muito inferior a que se obteve na primeira fase de
fermentacao.

Maior quantidade de NDF corresponde a maior quantidade de glucidos
estruturais com capacidade fermentativa limitada, mais dificilmente degradados
na primeira fase de fermentacdo. No entanto, nesta fase, a degradacéo de 1 g
de NDF permite a producdo de maior volume de gas devido a presenca, no
substrato, de glucidos citoplasmicos e parietais facilmente fermentesciveis que

sdo degradados rapidamente.
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Figura 7.7 -. Representacdo gréfica da equacdo de regressao linear entre o
NDF das amostras e o volume de gas produzido na segunda fase de fermentacdo
(Ves) (P=0,507) (Vs = 119,344 + 0,0937 NDF).

A correlagéo positiva encontrada entre o NDF da amostra e a produgao
de gas da segunda fase e a taxa maxima de producao de gas da segunda fase
de fermentacao, indica-nos a presenca de uma maior quantidade de glucidos
incluidos na fraccdo insolivel que chegam a segunda fase. Esta situacao vai
originar um atraso no processo de degradacao inicial dos alimentos e,
consequentemente, uma maior quantidade de substrato a ser fermentado na
segunda fase de fermentacéo.

De realcar que, para o ADF, para a hemicelulose e para a celulose foram

calculadas correlagdes positivas com 0 Vg, € 0 Uz (Quadros 7.11 e 7.12).

154



A Digestibilidade in vitro e a Cinética de Fermentacdo pelo Método da Producédo de Gas em Alimentos Fibrosos

Também se determinou uma correlacdo positiva entre a taxa especifica
de digestdo da primeira fase de fermentacdo e o NDF (r=0,601; P<0,05) e a
hemicelulose (r=0,641; P<0,05) da amostra, indicando um aumento da fraccao
insolavel que é degradada mais lentamente pela populacdo microbiana do
rimen, embora ndo ocorresse qualquer correlacdo entre o y,s/Ves € 0 NDF, 0

ADF, a hemicelulose e a celulose.
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Figura 7.8 -. Representacdo grafica da equacdo de regressao linear entre o
NDF das amostras e o tempo de laténcia (1) (r*=0,573) (1 = -4,187 + 0,0153 NDF).

Ao analisarmos a relacdo existente entre o tempo de laténcia e o
conteudo da amostra em glucidos da parede celular encontramos coeficientes
de correlagao (P<0,01) que variaram entre 0,798 para a hemicelulose e 0,704
para o ADF. Na Figura 7.8, e a titulo de exemplo, esta representada a recta de
regressdo entre o NDF da amostra e o tempo de laténcia que lhe esta
associado. O aumento do tempo de laténcia com o aumento do NDF da
amostra justifica-se, uma vez que o tempo de laténcia corresponde ao periodo
em que ocorrem diferentes processos como a hidratacdo do alimento, a
fermentacdo dos glucidos soliveis e o0 ataque e colonizacdo do substrato
insoltvel pelos microrganismos (CHENG et al., 1981).

Durante a mastigagdo e depois ruminagdo, o0s alimentos sao
fraccionados e, ja no ramen, separados em fraccdo sollvel e insolivel em
agua. Como a populacdo microbiana do rumen varia em termos de
composicao, quantidade e identidade, uma parte actua rapidamente sobre a

fraccdo soluvel e a outra vai actuar posteriormente, e de forma mais lenta,
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sobre a fracgdo insolivel em 4gua. Quanto maior for o conteldo em NDF da

amostra maior sera o tempo de laténcia.

7.4.4 - VOLUME DE GAS PRODUZIDO E SUBSTRATO EFECTIVAMENTE DEGRADADO

KRISHNAMOORTHY et al. (1991) afirmam que o volume de gas produzido
durante as fermentagdes in vitro esta directamente relacionado com a produgéo
de biomassa microbiana.

No entanto, esta ideia ndo € partilhada por outros autores. BLUMMEL et al.
(1997b), BLUMMEL e BULLERDIECK (1997), MAKKAR et al. (1995), BLUMMEL
(1994), BLUMMEL et al. (1993) citados por BLUMMEL et al. (1997a) e BLUMMEL
(1992) tém vindo a demonstrar que o método da producdo de géas reflecte
principalmente a producdo de acidos gordos volateis. Pode mesmo existir uma
correlacdo negativa entre a quantidade de acidos gordos volateis produzidos e
a producdo de biomassa bacteriana, principalmente quando ambas estéo
relacionadas com a unidade de substrato efectivamente degradado. Tem-se
verificado que substratos com proporcionalmente maior volume de gas
produzido apresentam, comparativamente, menor producdo de biomassa
microbiana.

BLUMMEL et al. (1997b) sugerem que as determinagdes da producéo de
gas sejam complementadas com a correspondente determinacdo da
guantidade de substrato efectivamente degradado in vitro, utilizando a solucéo
detergente neutra no tratamento do residuo (GOERING e VAN SOEST, 1970).
Com este método, pode-se evitar a seleccdo de alimentos para ruminantes
com proporcionalmente maior producdo de acidos gordos volateis e,
consequentemente, menor producdo de biomassa microbiana por unidade de
substrato degradado.

Menor volume de gas produzido por unidade de substrato efectivamente
degradado podera ser indicador de menor producdo de acidos gordos volateis
e, consequentemente, maior producdo de biomassa microbiana (BLUMMEL et
al.,, 1997b; BLUMMEL, 1994). Provavelmente, isto acontecerda porque maior

guantidade da matéria fermentada é incorporada nas células microbianas,
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aumentando a quantidade de proteina microbiana que chega ao intestino do
animal (BLUMMEL e BULLERDIECK, 1997). Uma quantidade proporcionalmente
maior de substrato incorporado nas células, esta parcialmente ligada a maiores
taxas de degradagédo do substrato. Assim, uma vez que as necessidades de
manutencdo da populacdo microbiana existente diminuem, h& maior
disponibilidade de ATP para o crescimento celular (TEMPEST e NEIJSSEL, 1984).

BLOUMMEL et al. (1997a), utilizando os resultados obtidos apos a
incubagédo de 42 amostras de forragens, encontraram um coeficiente de
correlacdo negativo elevado (r=-0,67; P<0,0001) entre o volume de gas
produzido e a quantidade de biomassa bacteriana, sempre que a unidade
utilizada foi o substrato efectivamente degradado.

Os valores médios dos diferentes para@metros obtidos apds a aplicacdo
do modelo logistico de duas fases a cinética de fermentacdo in vitro do
substrato total (ST) e do substrato efectivamente degradado (SED) sé&o
apresentados no Quadro 7.6. Os parametros uma (P<0,05), Ve (P<0,01), tms
(P<0,01) e V (P<0,01) aumentaram do ST para o SED. Os parametros Vea € 4
tiveram um aumento n&o significativo enquanto que os parametros r’ e uma/Vea
tiveram uma diminuigdo ndo significativa do ST para o SED. A taxa especifica
de digestdo da segunda fase (ums/Vrs) N0 sofreu qualquer alteragdo. Em
termos globais verificou-se que a maior variacdo ocorreu em relacdo a
producdo total de gas e aos parametros associados a segunda fase de
fermentacéao.

A correlacdo existente entre a producdo total de gas in vitro e a
quantidade de substrato efectivamente degradado dos 12 alimentos
considerados (n=48), esta representada na Figura 7.9. Determinou-se uma
correlacdo positiva elevada (r=0,957; P<0,01) entre o volume total de gas
produzido ao fim de 96 horas de fermentacdo e a quantidade de substrato
efectivamente degradado. Valores idénticos foram obtidos por BLUMMEL et al.
(1997a) e BLUMMEL (1994), autores que encontraram um coeficiente de
correlacdo r=0,96 entre o volume total de gas produzido e o substrato
efectivamente degradado durante, respectivamente, 96 e 24 horas de
fermentacdo de diversas forragens. BLUMMEL et al. (1997b), trabalhando com
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61 forragens diferentes, determinaram uma correlagdo positiva ligeiramente
mais baixa (r=0,92) entre 0s mesmos parametros.

Na Figura 7.9, verifica-se também que a intercepcao do eixo dos Y pela
recta de regressao é significativamente (P<0,01) diferente de zero e uma
guantidade razoavel de substrato (186,129 mg) parece ter sido degradada sem
ter contribuido para a producdo de géas. Este valor, € muito superior aos 68,5
mg obtidos por BLUMMEL et al. (1997b), no trabalho acima citado. Estes autores
verificaram também que, para a producdo de 1 ml de gés, foram necessérios

entre 2,74 e 4,65 mg do mesmo substrato.
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Figura 7.9 - Representacdo grafica da equacdo de regressao linear entre a
guantidade de substrato efectivamente degradado (SED) e o volume total de géas
produzido durante 96 horas de incubacao (V) (r>=0,916) (SED = 186,129 + 0,607 V).

Apés 24 horas de incubacdo de diferentes forragens tropicais
desidratadas (BLUMMEL, 1994), determinou uma quantidade ainda mais baixa
de 55,8 mg de substrato que foi degradado sem ter contribuido para a
producao de gas. Também encontrou um r elevado entre a producdo de gas e
a guantidade de substrato efectivamente degradado (r=0,96; P<0,0001) e
verificou que eram necessérios 3,1 mg de substrato para a producédo de 1 ml
de gas.

Curiosamente, no trabalho que realizamos, determinamos valores mais
baixos para a quantidade de substrato efectivamente degradado, necessario
para a producdo de 1 ml de gés. Isto parece indicar que os alimentos com que
trabalhamos foram mais eficientemente utilizados para a producdo de gas. A
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quantidade de substrato efectivamente degradado, necesséria para a producao
de 1 ml de gas foi em média de 1,4 (+0,17) mg.ml™ variando entre 1,1 mg.ml™
no substrato UP e 1,7 mg.ml™ no substrato 2FU (Quadro 7.13).

Se tivermos em consideracdo o que é referido por alguns autores
(BLUMMEL et al., 1997a; BLUMMEL et al., 1997b; BLUMMEL, 1994), podemos
inferir dos nossos resultados que, nos substratos em que se utilizou a polpa de
citrinos e em que houve maior producdo total de gas, ter4 havido menor
producdo de biomassa bacteriana por mg de substrato efectivamente

degradado.

Quadro 7.13 — Substrato efectivamente degradado (mg.ml™) necessério para a
producdo de 1 ml de gas na primeira fase de fermentacdo (Vea) Na segunda fase de
fermentacgdo (Veg) € no periodo total de 96 horas de incubacéo (V).

Vea Ves \Y

[= 10,9 1,7 1,4
(+1,44) (+0,05) (+0,06)

FU 12,1 1,8 1,5
(+1,75) (+0,09) (+0,10)

FUP 4,0 2,1 1.4
(+0,08) (+0,16) (+0,07)

2FU 17,1 1,9 1,7
(+2,20) (+0,08) (+0,07)

2FUP 4.3 2,1 1,4
(+0,28) (+0,08) (+0,04)

Pa 24,1 1,5 1,4
(+3,90) (+0,10) (+0,08)

PaU 452 1,6 1,5
(+4,08) (+0,05) (+0,05)

PaUP 7.2 1,6 1.3
(+0,77) (+0,04) (+0,02)

2Pau - 1,5 1,5
(+0,07) (+0,07)

2PaUP 8,1 1,6 1,3
(+1,58) (+0,03) (+0,03)

§]=) 1,7 3,0 1,1
(+0,20) (+0,61) (+0,03)

2UP 1,9 2,9 1,1
(+0,14) (+0,28) (+0,01)
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Também determinamos uma correlacdo negativa elevada (r=-0,955;
P<0,01) entre a quantidade de substrato efectivamente degradado necessaria
para a producdo de 1 ml de gas e as digestibilidades in vitro da MS dos
alimentos. Como seria de esperar, verificou-se um aumento da eficiéncia de
utilizacdo do substrato efectivamente degradado para a producao de gas, a
medida que ia aumentando a digestibilidade in vitro dos alimentos (Figura
7.10).
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Figura 7.10 - Representacdo gréfica da equacédo de regressao linear entre a
guantidade de substrato efectivamente degradado necessario para a producao de 1 ml
de gas (SED) e a digestibilidade in vitro (Dig48) da matéria seca (r’=0,912)
(SED = 2,635 — 0,0160 Dig48).

Ao analisarmos a relacdo existente entre o volume de gas produzido na
primeira fase de fermentacédo e o substrato efectivamente degradado de cada
amostra, encontramos uma correlacao positiva elevada (r=0,907; P<0,01). A
guantidade de substrato utilizado para a producéao de gas foi em média de 12,4
(+12,36) mg.ml™, variando entre 1,7 mg.mI™ no alimento UP e 45,2 mg.ml™* no
substrato PaU (Quadro 7.13). Tal como tinha acontecido com o volume total de
gas produzido, também neste caso determinamos uma correlacdo negativa
entre a quantidade de substrato efectivamente degradado para a producédo de
1 ml de gas e a digestibilidade in vitro da MS dos alimentos (r=-0,579; P<0,01).
Esta ocorréncia demonstra que os alimentos com maior digestibilidade tém
maior rendimento para a producdo de gas na primeira fase de fermentacdo

como consequéncia do maior volume de gas produzido e de uma taxa maxima
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de producdo de gas mais elevada (GETACHEW et al., 1998; SCHOFIELD e PELL,
1995). A maior propor¢cdo da fraccdo sollavel, facilmente fermentescivel,
existente nos alimentos mais digestiveis, origina uma maior quantidade de gas
produzido por unidade de substrato digerido. Ou seja, nesta fase, com o
aumento da digestibilidade in vitro da MS da amostra, aumenta também a
eficiéncia de conversao do substrato efectivamente degradado, em gas.

Na segunda fase de fermentacdo, a quantidade de substrato
efectivamente degradado, necessério para a producao de 1 ml de gas, diminuiu
em todas as amostras, com excepc¢do dos dois substratos constituidos por
polpa de citrinos+ureia em que aumentou. Foi em média de 1,9 (+0,53)
mg.ml?, variando entre 3,0 mg.ml* no substrato UP e 1,5 mg.ml* nos
substratos Pa e 2PaU. Para esta fase de fermentacdo determinamos uma
correlacdo positiva entre a quantidade de substrato efectivamente degradado
para a producado de gas e a digestibilidade dos alimentos (r=0,755; P<0,01). Na
segunda fase de fermentacdo sdo essencialmente fermentados os glacidos
constituintes da parede celular, fraccdo insolivel revelando capacidade
fermentativa limitada (RODRIGUES, 1999; STEFANON et al., 1996; SCHOFIELD e
PELL, 1995). A medida que aumenta a digestibilidade in vitro da MS da
amostra, aumenta também a quantidade de substrato efectivamente degradado
que € necessario para a producdo de 1ml de gas. Quanto maior for a
digestibilidade da amostra maior sera a quantidade de substrato que é
efectivamente degradado na primeira fase de fermentacdo, restando para a
segunda fase proporcionalmente maior quantidade de substrato com menor
capacidade fermentativa e menor eficiéncia em termos de producdo de gas.
Consequentemente, maior quantidade de substrato efectivamente degradavel
sera necessario para a producéo de 1 ml de gés.

Em relagdo a segunda fase de fermentacdo determinamos uma
correlacdo negativa muito baixa (r=-0,365; P<0,01) entre 0 peso do substrato
efectivamente degradado e a producao de gés. Esta relacdo podera indicar-nos
gue quanto maior for a quantidade de substrato efectivamente degradado,
menor sera a producdo de gas na segunda fase de fermentacao.

VerificAmos também que a quantidade de substrato efectivamente

degradado, necessario para a producédo de 1 ml de gas, diminuiu nas amostras
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em que havia sido elevado na primeira fase e aumentou nas amostras em que
havia sido baixo na primeira fase. Esta ocorréncia pode ser confirmada
observando os valores obtidos para o alimento PaU. Na primeira fase de
fermentacdo foram necessarios 45,2 mg para a producdo de 1 ml de gés e na
segunda fase apenas 1,6 mg.ml™ de gas.

Pelo contrario, o substrato UP, o mais digestivel do conjunto dos 12
alimentos utilizados (94,66 % de Dig48), teve na primeira fase de fermentacéo
grande eficiéncia (1,7 mg.ml™* géas), diminuindo na segunda fase para 3,0 mg
de substrato efectivamente degradavel, necessério para a producao de 1 ml de
gas.

Devido a grande heterogeneidade das amostras utilizadas, ndo foi
possivel encontrar uma correlacdo elevada entre o tempo de laténcia (A) e a
guantidade de substrato efectivamente degradado. No entanto, detectou-se
uma ligeira tendéncia (r=-0,303; P<0,01) para o aumento do tempo de laténcia
com a diminuicdo da quantidade de substrato efectivamente degradado.

7.5 — CONSIDERACOES FINAIS

Ao verificarmos que os valores médios obtidos para as digestibilidades in
vitro dos diferentes substratos, ap6s 48 e 96 horas de incubacdo, ndo foram
significativamente diferentes entre si, pusemos a hipotese de determinarmos a
digestibilidade in vitro a partir do residuo existente ao fim de 96 horas de
incubacgédo, periodo de tempo utilizado para incubacdo do substrato no método
da producédo de gas.

No entanto, quando analisamos caso a caso as digestibilidades in vitro
dos diferentes substratos as 48 e 96 horas de incubacdo, encontramos
diferencas significativas em 58,3% dos casos. Isto levou-nos a concluir que,
enquanto nao existir um maior niamero de resultados que atestem a hipotese
apresentada, a digestibilidade da MS e do NDF deve ser sempre calculada
apos 48 horas de incubacado. Esta opinido foi reforcada apos termos obtido os
coeficientes de correlacdo e determinacdo existentes entre os parametros que

definem a cinética de fermentacdo e a digestibilidade da MS e do NDF das
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amostras ao fim de 48 e 96 horas de incubacao. VerificAmos que, para todos
0s parametros, os coeficientes de correlacdo e de determinacdo foram mais
elevados em relacdo aos resultados da digestibilidade in vitro ao fim de 48
horas de incubacdo. Reforcando o que foi dito, determinamos coeficientes de
correlacdo mais elevados quando relacionamos o conteudo em NDF, ADF,
hemicelulose e celulose das amostras com a digestibilidade in vitro apés 48
horas de incubacdo do que com a digestibilidade in vitro apdés 96 horas de
incubacéao.

Calculamos coeficientes de correlagdo elevados entre a digestibilidade in
vitro da MS e da fraccdo NDF ao fim de 48 horas de incubacédo e o volume de
gas produzido na primeira fase de fermentacéo, a taxa maxima de producao de
gas da primeira fase e o volume total de gas produzido durante 96 horas de
incubacgédo. Tendo em conta os coeficientes de determinagdo muito elevados
entre a digestibilidade in vitro da MS e os parametros que definem a cinética de
fermentacéo ja referidos, determinamos trés equacdes de regressdo com r?
variando entre 0,969 e 0,852. Concluimos que as equacgbes calculadas
poderdo ser utilizadas para estimar, com rigor, a digestibilidade da MS dos
alimentos a partir dos parametros que definem a cinética de fermentacao in
vitro durante 96 horas de incubacéao.

N&o tendo encontrado qualquer relacao entre a digestibilidade in vitro da
MS e do NDF ao fim de 48 horas de incubacao e os parametros que definem a
segunda fase de fermentacédo, concluimos que o aumento da digestibilidade in
vitro da amostra influencia, de forma determinante, os parametros inerentes a
primeira fase de fermentagdo, tendo pouca influéncia ou influenciando
negativamente os parametros associados a segunda fase. Quanto maior for a
digestibilidade in vitro da MS e do NDF dos alimentos, maior sera a proporcéo
de gas produzido na primeira fase de fermentacdo em relacdo ao total de gas
produzido. No nosso trabalho, a utilizacdo da polpa de citrinos confirma isso
mesmo.

A partir dos coeficientes de correlacdo negativos elevados, determinados
entre a fraccdo ADL das amostras e a digestibilidade in vitro da MS (r=-0,901) e

do NDF (r=-0,622), concluimos que a lenhina influenciou negativamente a
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digestibilidade dos substratos, a semelhanca do que tem sido referido por
outros autores.

Em relacédo a eficacia do modelo utilizado para descrever a cinética de
fermentacdo, podemos concluir que o modelo logistico de duas fases permitiu
estimar com precisdo os parametros que definem a cinética da fermentacéo in
vitro. Mesmo utilizando substratos com uma composicdo quimica muito
diferente, o modelo logistico foi eficaz para estimar o tempo de laténcia e todos
0S outros parametros associados a primeira fase e a segunda fase de
fermentacao.

Os coeficientes de determinacdo calculados foram muito elevados
(0,998<r*>0,989), permitindo a descricdo de uma fase inicial da curva de
producdo de gas, em que ocorre a fermentacdo do material facilmente
fermentescivel, e de uma segunda fase de producdo de gas, em que ocorre a
fermentacdo dos constituintes da parede celular mais dificilmente
fermentesciveis.

As curvas estimadas pelo modelo, praticamente se sobrepuseram as
curvas observadas para os trés substratos que serviram de exemplo. No
entanto, pensamos que se verificou uma ligeira tendéncia para a diminuicdo da
eficacia do modelo logistico de duas fases ao estimar a fase inicial da curva de
producdo de gas, nos substratos com maior tempo de laténcia e nos substratos
com maior quantidade de proteina bruta resultante da adicdo de fontes
azotadas rapidamente fermentesciveis.

VerificAmos que o volume de gas produzido na primeira fase de
fermentacdo, a taxa méaxima de producdo de gas da primeira fase e o volume
total de gas produzido durante as 96 horas de incubacdo estiveram sempre
correlacionados negativamente (P<0,01) com a quantidade de NDF, ADF,
hemicelulose e celulose presentes na amostra. No entanto, e pelo contrario,
estes constituintes da parede celular estiveram sempre positivamente
correlacionados com o0s parametros que definem a segunda fase de
fermentacdo. Os resultados apontam para o facto de que estes glacidos
estruturais, sendo mais dificilmente degradados na primeira fase de
fermentacdo, vao constituir o material celular insolivel que chega a segunda

fase de fermentacgao.
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O tempo de laténcia esta positivamente correlacionado com o aumento
da quantidade de NDF, ADF, ADL, hemicelulose e celulose presente na
amostra. Esta relacdo justifica-se, uma vez que o tempo de laténcia
corresponde ao periodo em que ocorrem diferentes processos como a
hidratacdo do alimento, a fermentacdo dos gllcidos sollveis e o ataque e
colonizacéo do substrato insoluvel pelos microrganismos.

Varios autores tém sugerido que as determinacdes da producao de gas
sejam complementadas com a correspondente determinacdo da quantidade de
substrato efectivamente degradado in vitro, utilizando a solugdo detergente
neutra no tratamento do residuo. Com este procedimento pretende-se evitar a
seleccao de alimentos para ruminantes com proporcionalmente maior producéo
de acidos gordos volateis e, consequentemente, menor produgdo de biomassa
microbiana por unidade de substrato efectivamente degradado.

Ao aplicarmos a mesma técnica ao nosso trabalho, verificAmos existir
um coeficiente de correlacdo positivo elevado (P<0,01) entre a quantidade de
substrato efectivamente degradado, e o volume de gas produzido na primeira
fase de fermentacdo e a producao total de gas in vitro durante as 96 horas de
incubacdo. Ao mesmo tempo, determinamos valores muito baixos de substrato
efectivamente degradado, necessario para a producdo de 1 ml de gas. Este
facto parece indicar que, de um modo geral, os alimentos que utilizamos foram
muito eficientes para a producao de gas. Se tivermos em consideracdo o que €
referido por alguns autores, podemos inferir dos nossos resultados que, nos
substratos em que se utilizou a polpa de citrinos e em que houve maior
producéo total de gés, terd havido menor producéo de biomassa bacteriana por
mg de substrato efectivamente degradado.

Em relacdo a segunda fase de fermentacdo, determindmos uma
correlagcdo negativa (P<0,01) entre a quantidade do substrato efectivamente
degradado e a producédo de géas. Esta relacéo indica-nos uma ligeira tendéncia
para uma menor producdo de gas na segunda fase de fermentagcdo com o
aumento da quantidade de substrato efectivamente degradado. A eficiéncia de
utilizacdo do substrato efectivamente degradado para a producdo de gas

melhorou com o aumento da digestibilidade in vitro dos alimentos.
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7.6 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos afirmar que, embora
os valores médios determinados para as digestibilidades in vitro dos diferentes
substratos apés 48 e 96 horas de incubacdo ndo tenham sido
significativamente diferentes, a digestibilidade in vitro da MS e do NDF deve ser
calculada ap0s 48 horas de incubacao.

Os elevados coeficientes de determinacdo verificados entre a
digestibilidade in vitro da MS apdés 48 horas de incubacédo e o volume de gas
produzido na primeira fase, a taxa maxima de producdo de gas na primeira
fase e o volume total de gas durante 96 horas de incubacgdo, permitem-nos
afirmar que as equacgdes de regressdo calculadas podem ser utilizadas para
estimar a digestibilidade in vitro da MS de alimentos a partir de alguns valores
gue definem a cinética de fermentacao in vitro.

O modelo logistico de duas fases, utilizado para tratar os valores
registados durante as 96 horas de incubacdo dos alimentos, foi eficaz ao
estimar com precisdo os parametros que definem a cinética da fermentacéo in
vitro, mesmo quando utilizamos substratos com composi¢cdo quimica muito
diferente, resultante de misturas de alimentos.

Os teores em NDF, ADF, hemicelulose e celulose das amostras
estiveram sempre correlacionados negativamente com o volume de gas
produzido na primeira fase de fermentacdo, com a taxa maxima de producao
de ga&s da primeira fase e com o volume total de gas, e positivamente
correlacionados com os parametros que definem a segunda fase de
fermentacdo durante o periodo de incubacéao.

Ao analisarmos a quantidade de substrato efectivamente degradado
necessario para a producao de 1 ml de gas, verificAmos existir um aumento da
eficiéncia de utilizacdo do substrato com o aumento da digestibilidade in vitro
dos alimentos. Determindmos uma correlacdo elevada entre a quantidade de
substrato efectivamente degradado e os volumes de gas produzidos na
primeira fase de fermentacdo e durante todo o periodo de incubacdo. A

guantidade de substrato efectivamente degradado que foi necesséario para a
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producdo de 1 ml de gas na segunda fase de fermentacdo, diminuiu nas
amostras em que havia sido elevado na primeira fase e aumentou nas

amostras em gue havia sido baixo na primeira fase.
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Anexo A

Quadro 1.A — Composicdo quimica dos alimentos utilizados (g.kg MS™)
(MO - matéria orgéanica; PB - proteina bruta; NDF - fibra de detergente neutro;
ADF - fibra de detergente acido; ADL - lenhina de detergente &cido;
Hemic - Hemiceluloses; Celul - celulose).

Alimento MO PB NDF ADF ADL Hemic Celul

F 944,40 80,10 649,40 413,20 62,90 236,200 350,300

F 937,90 79,80 657,10 420,60 60,50 236,500 360,100

F 935,40 78,60 654,60 405,40 58,40 249,200 347,000

F 948,30 83,90 646,00 413,80 63,10 232,200 350,700
FU 954,22 115,55 642,05 388,35 56,81 253,701 331,532
FU 950,40 120,52 638,70 384,54 61,20 254,163 323,333
FU - 120,76 642,97 390,54 60,28 252,430 330,262
FU - 121,13 640,32 389,15 60,28 251,161 328,876
FUP 943,20 117,69 485,87 324,11 37,71 161,764 286,394
FUP 940,53 119,40 478,91 319,58 39,11 159,327 280,476
FUP - 122,56 483,20 330,14 40,03 153,060 290,108
FUP - 121,47 481,93 324,11 42,70 157,819 281,404
2FU 950,23 159,71 650,01 383,53 57,71 266,475 325,822
2FU 945,56 159,34 637,74 385,75 58,88 251,989 326,873
2FU - 160,69 643,47 391,83 57,24 251,638 334,584
2FU - 160,08 644,87 381,31 60,16 263,555 321,148
2FUP 949,78 160,63 481,67 324,17 37,58 157,504 286,592
2FUP 956,52 161,24 466,48 325,68 38,62 140,803 287,056
2FUP - 161,12 469,50 327,77 38,16 141,730 289,608
2FUP - 159,90 460,80 333,68 38,74 127,116 294,943
Pa 944,50 50,90 908,80 510,70 65,70 398,100 445,000
Pa 951,20 52,50 869,00 530,20 75,30 338,800 454,900
Pa 952,20 47,70 901,40 531,70 77,40 369,700 454,300
Pa 950,90 49,70 896,40 514,60 72,80 381,800 441,800
Pau 954,74 117,73 809,01 472,76 62,56 336,255 410,198
PaU 957,86 119,42 794,52 475,63 66,93 318,890 408,703
Pau - 120,75 797,74 470,57 56,92 327,169 413,648
PaU - 119,42 797,40 460,68 57,96 336,714 402,723
PauUP 944,17 120,18 575,21 389,10 52,23 186,116 336,870
PauUP 943,00 121,04 556,25 378,51 51,65 177,741 326,865
PauUP - 121,77 578,70 386,42 53,97 192,281 332,449
PauUP - 119,33 572,89 376,42 53,04 196,468 323,377
2Pau 928,08 166,47 813,56 489,49 61,93 324,074 427,560
2PaU 929,37 153,17 811,07 487,59 62,04 323,482 425,547
2Pau - 160,88 812,85 484,99 60,74 327,863 424,245
2Pau - 159,76 804,09 485,93 60,03 318,154 425,902
2PaUP 954,86 160,07 557,00 367,95 44,20 189,052 323,742
2PaUP 954,66 159,71 548,57 366,56 43,63 182,011 322,934
2PaUP - 160,43 552,96 371,64 42,93 181,319 328,705
2PaUP - 160,46 553,77 377,06 43,63 176,702 333,437
UpP 946,38 120,53 207,74 142,94 24,32 64,800 118,618
UP 933,64 118,52 207,50 129,45 23,60 78,045 105,851
UpP - 122,53 208,69 147,95 20,50 60,744 127,447
UpP - 121,65 202,96 134,35 24,68 68,618 109,669
2UP 926,49 163,50 217,50 131,48 22,52 86,022 108,958
2UP 926,99 160,34 209,79 143,77 23,60 66,019 120,165
2UP - 160,85 218,58 132,44 22,51 86,143 109,928
2UP - 160,59 209,55 139,07 23,68 70,478 115,391
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Quadro 2.A — Analise de variancia da fraccdo MO dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2109,727 11 191,793 11,202 ,000
Dentro 272,947 16 17,122
Total 2383,674 27

Quadro 3.A — Analise de variancia da fraccao PB dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 55513,025 11 5046,639 1018,887 ,000
Dentro 178,311 36 4,953
Total 55691,336 47

Quadro 4.A — Analise de variancia da fraccdo NDF dos alimentos utilizados.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 2034812,416 11 184982,947 3453,354 ,000
Dentro 1928,382 36 53,566
Total 2036740,798 a7

Quadro 5.A — Andlise de variancia da fraccdo ADF dos alimentos utilizados.

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 641566,755 11 58324,250 1647,708 ,000
Dentro 1274,299 36 35,397
Total 642841,054 47

Quadro 6.A — Analise de variancia da fraccdo ADL dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 11138,430 11 1012,585 177,527 ,000
Dentro 205,338 36 5,704
Total 11343,768 47

Quadro 7.A — Analise de variancia da fraccdo hemicelulose dos alimentos
utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 417821,611 11 37983,783 362,896 ,000
Dentro 3768,071 36 104,669
Total 421589,682 a7

Quadro 8.A — Analise de variancia da fraccdo celulose dos alimentos
utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 492046,851 11 44731,532 1504,960 ,000
Dentro 1070,018 36 29,723
Total 493116,869 47
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Quadro 9.A — Variacdo dos parametros resultantes da aplicacdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de producdo de gas dos substratos contendo feno
de prado natural.

Alimento  Via Hma P Vis UmB I Uma/VEa  Hme/Vrs %
F 23,679 4,201 1,130 163,353 3,599 0,992 0,177 0,022 187,032
F 23989 8,821 2597 163,083 3994 0,992 0,368 0,024 187,072
F 30,374 9,564 1,129 166,883 3,917 0,995 0,315 0,023 197,257
F 27,568 7,958 2,280 166,714 4,298 0,995 0,289 0,026 194,282

FU 23,500 3,345 1,946 161,343 3,060 0,989 0,142 0,019 184,843

FU 25,531 6,208 2,338 160,826 3,283 0,988 0,243 0,020 186,357

FU 20,216 6,977 2,343 150,311 3,556 0,991 0,345 0,024 170,527

FU 26,542 6,334 2,394 160,005 4,007 0,994 0,239 0,025 186,547
FUP 86,555 13,650 2,687 149,020 3,580 0,998 0,158 0,024 235,575
FUP 87,446 13,824 2,015 156,998 3,592 0,998 0,158 0,023 244,444
FUP 83,190 13,324 1,659 168,493 3,257 0,996 0,160 0,019 251,683
FUP 80,920 12,816 1,731 156,418 3,679 0,995 0,158 0,024 237,338
2FU 18,753 5,120 2,915 158,239 2,928 0,989 0,273 0,019 176,992
2FU 17,995 4,112 3,408 157,164 3,205 0,988 0,229 0,020 175,159
2FU 17,992 4,348 3,788 146,592 3,609 0,991 0,242 0,025 164,584
2FU 14,308 4,657 3,686 155,054 3,845 0,990 0,325 0,025 169,362
2FUP 85,976 14,680 3,869 155,675 3,788 0,998 0,171 0,024 241,651
2FUP 78,243 12,656 1,268 150,740 3,199 0,996 0,162 0,021 228,983
2FUP 73,688 12,392 2,723 156,679 3,185 0,996 0,168 0,020 230,367
2FUP 76,092 11,176 0,000 167,690 3,750 0,994 0,147 0,022 243,782

Quadro 10.A — Analise de variancia do parametro Vg4 na cinética de producédo
de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 16947,192 4 4236,798 356,837 ,000
Dentro 178,098 15 11,873
Total 17125,290 19

Quadro 11.A — Analise de variancia do parametro u,s na cinética de producao
de géas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 261,821 4 65,455 30,346 ,000
Dentro 32,355 15 2,157
Total 294,176 19

Quadro 12.A — Andlise de variancia do parametro A na cinética de producéo de
gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 7,112 4 1,778 2,308 , 106
Dentro 11,557 15 770
Total 18,668 19
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Quadro 13.A — Andlise de variancia do parametro Veg na cinética de producédo
de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 246,699 4 61,675 1,758 ,190
Dentro 526,157 15 35,077
Total 772,856 19

Quadro 14.A — Andlise de variancia do parametro .,z na cinética de producdo
de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 778 4 ,194 1,731 ,196
Dentro 1,685 15 112
Total 2,463 19

Quadro 15.A — Anélise de variancia do parametro r? na cinética de producéo
de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,660E-04 4 4,150E-05 12,513 ,000
Dentro 4,975E-05 15 3,317E-06
Total 2,158E-04 19

Quadro 16.A — Analise de variancia do parametro uma/Vea na cinética de
producao de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5,735E-02 4 1,434E-02 4,687 ,012
Dentro 4,588E-02 15 3,059E-03
Total ,103 19

Quadro 17.A — Andlise de variancia do parametro uns/Ves na cinética de
producao de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 9,700E-06 4 2,425E-06 ,399 ,807
Dentro 9,125E-05 15 6,083E-06
Total 1,010E-04 19

Quadro 18.A — Analise de variancia do parametro V na cinética de producao
de gas dos substratos contendo feno de prado natural.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 16768,620 4 4192,155 90,935 ,000
Dentro 691,510 15 46,101
Total 17460,130 19
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Quadro 19.A — Variacao dos parametros resultantes da aplicacdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de producéo de gas dos substratos contendo palha
de trigo.

Alimento  Via Hma P Vis UmB I Uma/VEa  Hme/Vrs %
Pa 15,015 10,205 10,011 203,187 6,004 0,991 0,680 0,030 218,202
Pa 11,564 12,289 10,398 194,167 5778 0,991 1,063 0,030 205,731
Pa 10,899 9,065 8,984 219,129 6,361 0,996 0,832 0,029 230,028
Pa 14,894 6,707 10,950 202,334 6,029 0,993 0,450 0,030 217,228
PaU 7,807 5307 11,000 194722 5302 0989 0,680 0,027 202,529
PaU 7,230 5781 10,932 188988 5781 0990 0,800 0,031 196,218
Pau 6,990 6,130 11,253 198,222 5859 0993 0,877 0,030 205,212
PaU 6,255 5668 11,120 195937 5668 0992 0,906 0,029 202,192
PaUP 52549 12,406 4576 214074 5507 0998 0,236 0,026 266,623
PaUP 51,734 11,799 2,847 207,330 4,680 0,998 0,228 0,023 259,064
PaUP 42,118 11,020 3,756 216,715 4,656 0997 0,262 0,021 258,833
PaUP 44614 9728 2236 215214 5443 0996 0,218 0,025 259,828

2PaU - - 15,712 203,065 5,908 0,988 - 0,029 203,065
2PaU - - 15,448 191,304 6,125 0,988 - 0,032 191,304
2Pau - - 11,940 194,149 6,088 0,988 - 0,031 194,149
2Pau - - 11,896 208,787 6,134 0,993 - 0,029 208,787

2PaUP 50,098 10,862 4,118 209,855 5,358 0,998 0,217 0,026 259,953
2PaUP 42,338 9,738 2,166 203,856 4,561 0,997 0,230 0,022 246,194
2PauUP 32,297 9,568 3,673 211,478 4,527 0,997 0,296 0,021 243,775
2PaUP 45,360 10,474 3,508 200,452 5,270 0,996 0,231 0,026 245,812

Quadro 20.A — Analise de variancia do parametro Vg4 na cinética de producao
de gés dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 5043,160 3 1681,053 75,888 ,000
Dentro 265,820 12 22,152
Total 5308,980 15

Quadro 21.A — Analise de variancia do parametro y,s na cinética de producédo
de gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 69,232 3 23,077 12,750 ,000
Dentro 21,720 12 1,810
Total 90,952 15

Quadro 22.A — Andlise de variancia do parametro A na cinética de producéo de
gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 357,568 4 89,392 64,306 ,000
Dentro 20,851 15 1,390
Total 378,419 19
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Quadro 23.A — Andlise de variancia do parametro Veg na cinética de producédo
de géas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 822,054 4 205,513 4,409 ,015
Dentro 699,152 15 46,610
Total 1521,205 19

Quadro 24.A — Andlise de variancia do parametro .,z na cinética de producdo
de gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,528 4 1,132 10,356 ,000
Dentro 1,640 15 ,109
Total 6,168 19

Quadro 25.A — Anélise de variancia do parametro r? na cinética de producéo
de gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,047E-04 4 5,118E-05 15,276 ,000
Dentro 5,025E-05 15 3,350E-06
Total 2,550E-04 19

Quadro 26.A — Analise de variancia do parametro uma/Vea na cinética de
producao de gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,201 3 ,400 20,450 ,000
Dentro ,235 12 1,957E-02
Total 1,436 15

Quadro 27.A — Andlise de variancia do parametro uns/Ves na cinética de
producao de gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,748E-04 4 4,370E-05 12,667 ,000
Dentro 5,175E-05 15 3,450E-06
Total 2,265E-04 19

Quadro 28.A — Analise de variancia do pardmetro V na cinética de producao
de gas dos substratos contendo palha de trigo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 12535,485 4 3133,871 63,505 ,000
Dentro 740,222 15 49,348
Total 13275,707 19
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Quadro 29.A — Variacdo dos parametros resultantes da aplicacdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de producao de gas dos substratos contendo polpa
de citrinos desidratada.

Alimento Vea UmA y) Ves Ums r Uma/VEa  Ums/Vrs v
UP 270,674 19,639 0,000 100,932 2,045 0,993 0,073 0,020 371,606
UP 225,678 24,105 1,002 136,539 3,598 0,998 0,107 0,026 362,217
UP 217,692 22,487 0,920 152,030 3,400 0,997 0,103 0,022 369,722
UP 204,573 22,223 1,570 146,258 4,206 0,997 0,109 0,029 350,831

2UP 227,134 26,249 2,844 121,134 3,051 0,999 0,116 0,025 348,268
2UP 207,798 23,198 1,285 135457 3,640 0,999 0,112 0,027 343,255
2UP 198,375 23,131 1,994 142,043 3,348 0,998 0,117 0,024 340,418
2UP 188,502 20,003 1,656 150,064 4,385 0,997 0,106 0,029 338,566

Quadro 30.A — Andlise de variancia do parametro Vg4 na cinética de producédo
de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1171,474 1 1171,474 2,141 ,194
Dentro 3283,594 6 547,266
Total 4455,068 7

Quadro 31.A — Anadlise de variancia do parametro u,s na cinética de producao
de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,129 1 2,129 429 ,537
Dentro 29,751 6 4,958
Total 31,880 7

Quadro 32.A — Andlise de variancia do parametro A na cinética de producao de
gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,297 1 2,297 5,309 ,061
Dentro 2,597 6 ,433
Total 4,894 7

Quadro 33.A — Andlise de variancia do parametro Veg na cinética de producédo
de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 20,927 1 20,927 ,062 ,812
Dentro 2025,353 6 337,559
Total 2046,280 7
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Quadro 34.A — Andlise de variancia do parametro .,z na cinética de producdo
de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,173 1 173 ,298 ,605
Dentro 3,477 6 ,579
Total 3,649 7

Quadro 35.A — Andlise de variancia do parametro r* na cinética de producéo
de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 8,000E-06 1 8,000E-06 2,743 ,149
Dentro 1,750E-05 6 2,917E-06
Total 2,550E-05 7

Quadro 36.A — Andlise de variancia do parametro u,s/Vea na cinética de
producao de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,351E-04 1 4,351E-04 2,817 ,144
Dentro 9,268E-04 6 1,545E-04
Total 1,362E-03 7

Quadro 37.A — Andlise de variancia do parametro u.,s/Vrs na cinética de
producao de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 8,000E-06 1 8,000E-06 , 7156 418
Dentro 6,350E-05 6 1,058E-05
Total 7,150E-05 7

Quadro 38.A — Analise de variancia do parametro V na cinética de producao
de gas dos substratos contendo polpa de citrinos desidratada.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 879,251 1 879,251 16,480 ,007
Dentro 320,121 6 53,354
Total 1199,373 7
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Quadro 1.B — Variacdo dos parametros resultantes da aplicacdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de producao de gas dos substratos utilizados.

Alimento %) Hma p) Ves Hms r Uma/VEa  Ume/Ves v
F 23,679 4,201 1,130 163,353 3,599 0,992 0,177 0,022 187,032
F 23,989 8,821 2,597 163,083 3,994 0,992 0,368 0,024 187,072
F 30,374 9,564 1,129 166,883 3,917 0,995 0,315 0,023 197,257
F 27,568 7,958 2,280 166,714 4,298 0,995 0,289 0,026 194,282

FU 23,500 3,345 1,946 161,343 3,060 0,989 0,142 0,019 184,843

FU 25,531 6,208 2,338 160,826 3,283 0,988 0,243 0,020 186,357

FU 20,216 6,977 2,343 150,311 3,556 0,991 0,345 0,024 170,527

FU 26,542 6,334 2,394 160,005 4,007 0,994 0,239 0,025 186,547
FUP 86,555 13,650 2,687 149,020 3,580 0,998 0,158 0,024 235,575
FUP 87,446 13,824 2,015 156,998 3,592 0,998 0,158 0,023 244,444
FUP 83,190 13,324 1,659 168,493 3,257 0,996 0,160 0,019 251,683
FUP 80,920 12,816 1,731 156,418 3,679 0,995 0,158 0,024 237,338
2FU 18,753 5,120 2,915 158,239 2,928 0,989 0,273 0,019 176,992
2FU 17,995 4,112 3,408 157,164 3,205 0,988 0,229 0,020 175,159
2FU 17,992 4,348 3,788 146,592 3,609 0,991 0,242 0,025 164,584
2FU 14,308 4,657 3,686 155,054 3,845 0,990 0,325 0,025 169,362
2FUP 85,976 14,680 3,869 155,675 3,788 0,998 0,171 0,024 241,651
2FUP 78,243 12,656 1,268 150,740 3,199 0,996 0,162 0,021 228,983
2FUP 73,688 12,392 2,723 156,679 3,185 0,996 0,168 0,020 230,367
2FUP 76,092 11,176 0,000 167,690 3,750 0,994 0,147 0,022 243,782

Pa 15,015 10,205 10,011 203,187 6,004 0,991 0,680 0,030 218,202

Pa 11,564 12,289 10,398 194,167 5,778 0,991 1,063 0,030 205,731

Pa 10,899 9,065 8,984 219,129 6,361 0,996 0,832 0,029 230,028

Pa 14,894 6,707 10,950 202,334 6,029 0,993 0,450 0,030 217,228
Pau 7,807 5,307 11,000 194,722 5,302 0,989 0,680 0,027 202,529
Pau 7,230 5781 10,932 188,988 5,781 0,990 0,800 0,031 196,218
Pau 6,990 6,130 11,253 198,222 5,859 0,993 0,877 0,030 205,212
PaU 6,255 5668 11,120 195,937 5,668 0,992 0,906 0,029 202,192
PaUP 52,549 12,406 4,576 214,074 5,507 0,998 0,236 0,026 266,623
PauP 51,734 11,799 2,847 207,330 4,680 0,998 0,228 0,023 259,064
PauP 42,118 11,020 3,756 216,715 4,656 0,997 0,262 0,021 258,833
PaupP 44,614 9,728 2,236 215,214 5,443 0,996 0,218 0,025 259,828

2Pau - - 15,712 203,065 5,908 0,988 - 0,029 203,065
2Pau - - 15,448 191,304 6,125 0,988 - 0,032 191,304
2Pau - - 11,940 194,149 6,088 0,988 - 0,031 194,149
2Pau - - 11,896 208,787 6,134 0,993 - 0,029 208,787

2PaUP 50,098 10,862 4,118 209,855 5,358 0,998 0,217 0,026 259,953
2PaUP 42,338 9,738 2,166 203,856 4,561 0,997 0,230 0,022 246,194
2PaUP 32,297 9,568 3,673 211,478 4,527 0,997 0,296 0,021 243,775
2PaUP 45,360 10,474 3,508 200,452 5,270 0,996 0,231 0,026 245,812
upP 270,674 19,639 0,000 100,932 2,045 0,993 0,073 0,020 371,606
upP 225,678 24,105 1,002 136,539 3,598 0,998 0,107 0,026 362,217
upP 217,692 22,487 0,920 152,030 3,400 0,997 0,103 0,022 369,722
UpP 204,573 22,223 1,570 146,258 4,206 0,997 0,109 0,029 350,831
2UP 227,134 26,249 2,844 121,134 3,051 0,999 0,116 0,025 348,268
2UP 207,798 23,198 1,285 135457 3,640 0,999 0,112 0,027 343,255
2UP 198,375 23,131 1,994 142,043 3,348 0,998 0,117 0,024 340,418
2UP 188,502 20,003 1,656 150,064 4,385 0,997 0,106 0,029 338,566
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Quadro 2.B — Analise de variancia do parametro Vg4 na cinética de producao

de géas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 237471,617 10 23747,162 210,236 ,000
Dentro 3727,512 33 112,955

Total 241199,129 43

Quadro 3.B — Andlise de variancia do parametro uyn4 na cinética de producéo

de gas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1555,648 10 155,565 61,242 ,000
Dentro 83,825 33 2,540

Total 1639,473 43

Quadro 4.B — Analise de variancia do parametro 1 na cinética de producéo de

gas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 832,192 11 75,654 77,805 ,000
Dentro 35,005 36 972
Total 867,196 47

Quadro 5.B — Andlise de variancia do parametro Veg na cinética de producao

de gés dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 35246,985 11 3204,271 35,486 ,000
Dentro 3250,662 36 90,296

Total 38497,647 47

Quadro 6.B — Andlise de variancia do parametro y,g ha cinética de producao

de gés dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 52,965 11 4,815 25,485 ,000
Dentro 6,802 36 ,189

Total 59,767 47

Quadro 7.B — Andlise de variancia do parametro r? na cinética de producéo de

gas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,805E-04 11 4,368E-05 13,383 ,000
Dentro 1,175E-04 36 3,264E-06

Total 5,980E-04 47
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Quadro 8.B — Andlise de variancia do parametro pms/Vea na cinética de
producao de gas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,401 10 ,240 28,163 ,000
Dentro ,281 33 8,526E-03

Total 2,683 43

Quadro 9.B — Andlise de variancia do parametro u.s/Veg na cinética de
producao de gas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,210E-04 11 3,827E-05 7,362 ,000
Dentro 1,871E-04 36 5,199E-06

Total 6,081E-04 47

Quadro 10.B — Analise de variancia do parametro V na cinética de producao
de gas dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 161381,283 11 14671,026 301,485 ,000
Dentro 1751,854 36 48,663

Total 163133,137 47
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Quadro 11.B — Variacao da digestibilidade in vitro da matéria seca e do NDF
apos 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo dos diferentes substratos.

Dig48 Dig96

Alimento MS NDF MS NDF
F 65,80 48,50 64,64 46,82

F 66,00 48,90 65,66 48,38

F 65,70 48,50 63,40 44,91

F 66,90 50,30 62,72 43,87
FU 66,00 49,43 65,40 48,52
FU 65,90 49,29 62,61 44,30
FU 65,95 49,36 66,00 49,43
FU 65,95 49,36 63,67 45,90
FUP 77,75 56,84 80,02 61,47
FUP 77,62 56,59 77,16 55,66
FUP 77,65 56,64 75,37 52,01
FUP 77,65 56,64 74,81 50,88
2FU 63,67 45,91 64,36 46,96
2FU 63,57 45,76 68,80 53,70
2FU 63,57 45,76 66,08 49,57
2FU 63,57 45,76 65,58 48,82
2FUP 77,62 56,40 76,80 54,72
2FUP 77,47 56,11 76,14 53,39
2FUP 77,62 56,40 76,96 55,07
2FUP 77,59 56,35 77,09 55,31
Pa 69,40 65,40 72,23 69,17
Pa 71,30 67,60 71,94 68,85
Pa 70,70 66,80 69,04 65,60
Pa 70,70 66,80 69,70 66,34
PaU 68,52 62,58 71,97 66,72
PaU 68,45 62,49 73,45 68,50
Pau 68,52 62,58 70,57 65,04
Pau 68,48 62,52 71,67 66,35
PauP 79,25 66,71 78,49 65,45
PauP 79,25 66,71 78,08 64,76
PauP 79,17 66,59 78,61 65,65
PauUP 79,22 66,67 76,13 61,51
2Pau 66,28 60,55 68,45 63,11
2PaU 66,18 60,43 67,67 62,19
2PaU 66,28 60,55 72,03 67,34
2PaU 66,25 60,52 68,93 63,68
2PauP 80,99 68,36 80,75 67,94
2PauP 80,99 68,36 79,62 65,98
2PaUP 80,99 68,36 79,98 66,61
2PaUP 80,97 68,32 80,03 66,69
upP 94,71 83,79 93,89 80,24
upP 94,61 83,35 93,79 79,80
upP 94,71 83,79 94,05 80,91
UP 94,61 83,35 94,23 81,68
2UP 94,20 80,74 95,35 85,97
2UP 94,10 80,27 93,00 75,27
2UP 94,15 80,50 94,12 80,38
2UP 94,12 80,38 94,49 82,05
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Quadro 12.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca
ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,248 1 ,248 ,002 ,961
Dentro 9612,064 94 102,256

Total 9612,312 95

Quadro 13.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF ao fim de
48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacao.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,126 1 1,126 ,008 ,927
Dentro 12501,132 94 132,991

Total 12502,257 95

Quadro 14.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca
do alimento F ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacao.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 7,960 1 7,960 7,934 ,030
Dentro 6,020 6 1,003

Total 13,980 7

Quadro 15.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca
do alimento FU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubac&o.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,682 1 4,682 3,848 ,097
Dentro 7,300 6 1,217

Total 11,982 7

Quadro 16.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca
do alimento FUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéao.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,370 1 1,370 ,498 ,507
Dentro 16,506 6 2,751

Total 17,876 7

Quadro 17.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca
do alimento 2FU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 13,624 1 13,624 7,747 ,032
Dentro 10,552 6 1,759

Total 24,176 7
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Quadro 18.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento 2FUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,370 1 1,370 14,952 ,008
Dentro ,550 6 9,160E-02

Total 1,919 7

Quadro 19.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento Pa ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 8,201E-02 1 8,201E-02 ,051 ,828
Dentro 9,559 6 1,593

Total 9,641 7

Quadro 20.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento PaU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 23,427 1 23,427 33,216 ,001
Dentro 4,232 6 ,705

Total 27,659 7

Quadro 21.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento PaUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 3,892 1 3,892 5,837 ,052
Dentro 4,001 6 ,667

Total 7,893 7

Quadro 22.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento 2PaU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 18,271 1 18,271 9,991 ,020
Dentro 10,972 6 1,829

Total 29,243 7

Quadro 23.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento 2PaUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéao.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,584 1 1,584 14,136 ,009
Dentro ,672 6 112

Total 2,257 7
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Quadro 24.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento UP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,898 1 ,898 44,446 ,001
Dentro 121 6 2,020E-02

Total 1,019 7

Quadro 25.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro da matéria seca

do alimento 2UP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,901E-02 1 1,901E-02 ,040 ,848
Dentro 2,852 6 475

Total 2,871 7

Quadro 26.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF do

alimento F ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 18,666 1 18,666 7,858 ,031
Dentro 14,252 6 2,375

Total 32,918 7

Quadro 27.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF do

alimento FU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubac&o.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 10,788 1 10,788 3,871 ,097
Dentro 16,719 6 2,787

Total 27,507 7

Quadro 28.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF do

alimento FUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5,595 1 5,595 ,492 ,509
Dentro 68,248 6 11,375

Total 73,842 7

Quadro 29.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF do

alimento 2FU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubagéo.

Fonte de variagdo SQ gl QM F Sig.
Entre 31,442 1 31,442 7,764 ,032
Dentro 24,300 6 4,050

Total 55,743 7
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Quadro 30.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do

alimento 2FUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5,722 1 5,722 15,214 ,008
Dentro 2,256 6 ,376

Total 7,978 7

Quadro 31.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do

alimento Pa ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacé&o.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,411 1 1,411 , 701 434
Dentro 12,077 6 2,013

Total 13,488 7

Quadro 32.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do

alimento PaU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 33,784 1 33,784 33,146 ,001
Dentro 6,116 6 1,019

Total 39,900 7

Quadro 33.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do

alimento PaUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 10,835 1 10,835 5,834 ,052
Dentro 11,143 6 1,857

Total 21,978 7

Quadro 34.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do

alimento 2PaU ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacao.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 25,454 1 25,454 9,975 ,020
Dentro 15,310 6 2,552

Total 40,764 7

Quadro 35.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do

alimento 2PaUP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacéo.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,774 1 4,774 14,171 ,009
Dentro 2,021 6 ,337

Total 6,795 7
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Quadro 36.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF do
alimento UP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacao.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 16,965 1 16,965 46,008 ,001
Dentro 2,212 6 ,369

Total 19,178 7

Quadro 37.B — Andlise de variancia da digestibilidade in vitro do NDF do
alimento 2UP ao fim de 48 horas (Dig48) e 96 horas (Dig96) de incubacao.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,396 1 ,396 ,040 ,848
Dentro 59,115 6 9,853

Total 59,511 7
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Quadro 38.B — Variacdo dos parametros resultantes da aplicacdo do modelo
logistico de duas fases na cinética de producdo de gas do substrato efectivamente
degradado.

Alimento VEa Hma A VEs Ums P Umi/Vea  pme/Ves %
F 31,437 15,314 2,215 241,112 5,620 0,993 0,487 0,023 272,549
F 34,633 12,735 2,597 235,441 5,766 0,992 0,368 0,024 270,074
F 40,112 11,651 2,208 251,656 6,495 0,995 0,290 0,026 291,768
F 38,153 9,945 2,084 253,430 6,559 0,995 0,261 0,026 291,583
FU 32,553 9,787 3,369 235,603 4,754 0,992 0,301 0,020 268,156
FU 29,554 7,963 2,131 252,190 5,237 0,990 0,269 0,021 281,744
FU 27,561 9,599 2,329 217,076 5,126 0,991 0,348 0,024 244,637
FU 36,339 8,734 2,189 241,967 6,076 0,993 0,240 0,025 278,306

FUP 104,760 16,521 2,687 180,363 4,333 0,998 0,158 0,024 285,123
FUP 109,308 17,281 2,015 196,247 4,490 0,998 0,158 0,023 305,555
FUP 106,169 17,005 1,659 215,036 4,157 0,996 0,160 0,019 321,205
FUP 103,952 16,464 1,731 200,937 4,726 0,995 0,158 0,024 304,889

2FU 31,290 10,366 3,515 224,775 4,255 0,988 0,331 0,019 256,065
2FU 28,070 6,886 1,740 218,992 4,030 0,983 0,245 0,018 247,062
2FU 20,559 10,154 3,525 237,257 3,926 0,949 0,494 0,017 257,816
2FU 22,667 8,919 3,804 212,514 5,285 0,991 0,393 0,025 235,181

2FUP 107,951 18,432 3,869 195,462 4,756 0,998 0,171 0,024 303,413
2FUP 98,985 16,012 1,268 190,703 4,047 0,996 0,162 0,021 289,688
2FUP 92,334 15,529 2,723 196,342 3,991 0,996 0,168 0,020 288,676
2FUP 95,221 13,986 0,000 209,846 4,693 0,994 0,147 0,022 305,067

Pa 22,332 10,821 10,146 271,389 8,075 0,959 0,485 0,030 293,721
Pa 26,358 10,023 11,591 249,428 7,596 0,955 0,380 0,030 275,786
Pa 20,159 11,695 8,371 299,643 8,738 0,945 0,580 0,029 319,802
Pa 15,015 10,552 10,288 284,199 8,338 0,975 0,703 0,029 299,214
Pau 9,532 8,481 12,717 261,935 7,855 0,990 0,890 0,030 271,467
Pau 10,509 7,865 10,105 249,995 7,247 0,989 0,748 0,029 260,504
Pau 9,558 9,092 11,261 272,152 8,040 0,993 0,951 0,030 281,710
Pau 15,337 10,690 12,059 258,319 7,645 0,993 0,697 0,030 273,656

PaUP 64,782 15,292 4,576 263,931 6,790 0,998 0,236 0,026 328,713
PaUP 64,080 14,615 2,847 256,808 5,797 0,998 0,228 0,023 320,888
PauUP 51,856 13,568 3,756 266,817 5,732 0,997 0,262 0,021 318,673
PauP 56,504 12,320 2,236 272,576 6,893 0,996 0,218 0,025 329,080

2Pau - - 18,189 278,199 9,275 0,990 - 0,033 278,199
2Pau - - 15,448 266,440 8,530 0,988 - 0,032 266,440
2Pau - - 11,939 256,659 8,048 0,988 - 0,031 256,659
2Pau - - 10,690 288,083 7,812 0,994 - 0,027 288,083

2PauP 60,392 13,094 4,118 252,972 6,459 0,998 0,217 0,026 313,364
2PauUP 51,689 11,890 2,166 248,874 5,568 0,997 0,230 0,022 300,563
2PauUP 47,781 11,634 3,673 257,133 5,504 0,997 0,243 0,021 304,914
2PaUP 55,121 12,728 3,508 243,597 6,404 0,996 0,231 0,026 298,718

UpP 281,821 20,447 0,000 105,089 2,130 0,993 0,073 0,020 386,910
UpP 235,191 25,121 1,002 142,294 3,749 0,998 0,107 0,026 377,485
UP 226,343 23,381 0,920 158,073 3,535 0,997 0,103 0,022 384,416
UP 212,356 23,068 1,570 151,827 4,367 0,997 0,109 0,029 364,183

2UP 233,251 26,955 2,844 124,395 3,134 0,999 0,116 0,025 357,646
2UP 217,869 24,322 1,285 142,021 3,816 0,999 0,112 0,027 359,890
2UP 205,923 24,011 1,994 147,452 3,475 0,998 0,117 0,024 353,375
2UP 195,048 20,697 1,656 155,273 4,537 0,997 0,106 0,029 350,321
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Quadro 39.B — Analise de variancia do parametro Vg4 na cinética de producéo
de gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 242095,814 10 24209,581 193,351 ,000
Dentro 4131,947 33 125,211
Total 246227,761 43

Quadro 40.B — Analise de variancia do parametro y,4 na cinética de producédo
de gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1126,996 10 112,700 47,151 ,000
Dentro 78,875 33 2,390
Total 1205,871 43

Quadro 41.B — Andlise de variancia do parametro A na cinética de producao de
gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 868,574 11 78,961 43,860 ,000
Dentro 64,811 36 1,800
Total 933,385 47

Quadro 42.B — Andlise de variancia do parametro Veg na cinética de producédo
de géas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 98263,418 11 8933,038 48,539 ,000
Dentro 6625,341 36 184,037
Total 104888,759 47

Quadro 43.B — Analise de variancia do parametro na un,s cinética de producao
de gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variagéo SQ gl QM F Sig.
Entre 129,561 11 11,778 36,869 ,000
Dentro 11,501 36 ,319
Total 141,062 47

Quadro 44.B — Anélise de variancia do parAmetro r*na cinética de producéo de
gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5,796E-03 11 5,269E-04 11,242 ,000
Dentro 1,687E-03 36 4,687E-05
Total 7,483E-03 47
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Quadro 45.B — Analise de variancia do parametro uma/Vea na cinética de
producao de gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,836 10 ,184 35,313 ,000
Dentro 172 33 5,200E-03
Total 2,008 43

Quadro 46.B — Analise de variancia do parametro uns/Ves na cinética de
producao de gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5,300E-04 11 4,818E-05 8,813 ,000
Dentro 1,968E-04 36 5,467E-06
Total 7,268E-04 a7

Quadro 47.B — Analise de variancia do parametro V na cinética de producado
de gas do substrato efectivamente degradado dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 61352,701 11 5577,518 41,636 ,000
Dentro 4822,526 36 133,959
Total 66175,228 47

Quadro 48.B — Andlise de variancia do parametro Vg4 na cinética de producédo
de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado
(Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2571,159 1 2571,159 454 ,502
Dentro 487426,890 86 5667,755
Total 489998,048 87

Quadro 49.B — Analise de variancia do parametro y,x na cinética de producao
de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado
(Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 168,306 1 168,306 5,087 ,027
Dentro 2845,344 86 33,085
Total 3013,650 87

Quadro 50.B — Andlise de variancia do parametro A na cinética de producao de
gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado (Quadro
38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre ,251 1 ,251 ,013 ,909
Dentro 1800,581 94 19,155
Total 1800,832 95
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Quadro 51.B — Analise de variancia do parametro Veg na cinética de producéo
de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado
(Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 65303,277 1 65303,277 42,811 ,000
Dentro 143386,405 94 1525,387
Total 208689,682 95

Quadro 52.B — Analise de variancia do parametro y,z na cinética de producao
de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado
(Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 41,828 1 41,828 19,578 ,000
Dentro 200,829 94 2,136
Total 242,657 95

Quadro 53.B — Andlise de variancia do parametro r* na cinética de producao
de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado
(Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 3,190E-04 1 3,190E-04 3,711 ,057
Dentro 8,081E-03 94 8,597E-05
Total 8,400E-03 95

Quadro 54.B — Andlise de variancia do parametro u,s/Vra na cinética de
producdo de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente
degradado (Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,573E-05 1 4,573E-05 ,001 977
Dentro 4,690 86 5,454E-02
Total 4,690 87

Quadro 55.B — Andlise de variancia do parametro yns/Ves na cinética de
producdo de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente
degradado (Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,197E-10 1 1,197E-10 ,000 ,998
Dentro 1,335E-03 94 1,420E-05
Total 1,335E-03 95

Quadro 56.B — Analise de variancia do parametro V na cinética de producédo
de gas do substrato total (Quadro 1.B) e do substrato efectivamente degradado
(Quadro 38.B) dos alimentos utilizados.

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 92472,507 1 92472,507 37,907 ,000
Dentro 229308,364 94 2439,451
Total 321780,871 95
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Quadro 57.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubagao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 54452,185 1 54452,185 57,440 ,000
Dentro 9479,849 10 947,985
Total 63932,034 11

Quadro 58.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro zim,a
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubacéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 449,013 1 449,013 74,655 ,000
Dentro 60,145 10 6,015
Total 509,159 11

Quadro 59.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro A e
a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubacgéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 45,408 1 45,408 2,792 ,126
Dentro 162,640 10 16,264
Total 208,048 11

Quadro 60.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Veg
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubagao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1269,295 1 1269,295 1,683 ,224
Dentro 7542,451 10 754,245
Total 8811,746 11

Quadro 61.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro s
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubacéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,375 1 1,375 1,159 ,307
Dentro 11,866 10 1,187
Total 13,241 11

Quadro 62.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro r* e
a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubacgéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 8,404E-05 1 8,404E-05 23,289 ,001
Dentro 3,609E-05 10 3,609E-06
Total 1,201E-04 11
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Quadro 63.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro
UnaVea € a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubacgdo
(Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 8,951E-02 1 8,951E-02 1,499 ,249
Dentro ,597 10 5,973E-02
Total ,687 11

Quadro 64.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums/Ves € a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubacéo
(Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,218E-06 1 1,218E-06 117 , 739
Dentro 1,040E-04 10 1,040E-05
Total 1,052E-04 11

Quadro 65.B — Andlise de variancia da regresséao linear entre o parametro V e
a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de incubac¢éo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 39094,285 1 39094,285 312,495 ,000
Dentro 1251,036 10 125,104
Total 40345,321 11

Quadro 66.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 35094,264 1 35094,264 12,170 ,006
Dentro 28837,770 10 2883,777
Total 63932,034 11

Quadro 67.B — Andlise de variancia da regressao linear entre 0 parametro tima
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacéo (Dig48).

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 282,102 1 282,102 12,424 ,005
Dentro 227,056 10 22,706
Total 509,159 11

Quadro 68.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro 4 e
a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,134 1 ,134 ,006 ,938
Dentro 207,914 10 20,791
Total 208,048 11
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Quadro 69.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vgg
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubagéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 31,790 1 31,790 ,036 ,853
Dentro 8779,956 10 877,996
Total 8811,746 11

Quadro 70.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o parametro tms
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,207 1 ,207 ,159 ,699
Dentro 13,035 10 1,303
Total 13,241 11

Quadro 71.B — Anélise de variancia da regressao linear entre o parametro r* e
a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,331E-05 1 4,331E-05 5,638 ,039
Dentro 7,682E-05 10 7,682E-06
Total 1,201E-04 11

Quadro 72.B — Analise de varidncia da regressao linear entre o parametro
UmaVEa € a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubagéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,498E-03 1 4,498E-03 ,066 ,803
Dentro ,682 10 6,823E-02
Total ,687 11

Quadro 73.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums/Ves € a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubac¢éo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,300E-05 1 1,300E-05 1,410 ,263
Dentro 9,224E-05 10 9,224E-06
Total 1,052E-04 11

Quadro 74.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro V e
a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 33013,573 1 33013,573 45,028 ,000
Dentro 7331,748 10 733,175
Total 40345,321 11
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Quadro 75.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubagéo (Dig96).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 53195,341 1 53195,341 49,545 ,000
Dentro 10736,693 10 1073,669
Total 63932,034 11

Quadro 76.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o parametro gma
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacéo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 414,591 1 414,591 43,841 ,000
Dentro 94,568 10 9,457
Total 509,159 11

Quadro 77.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro 4 e
a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacgéo (Dig96).

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 25,923 1 25,923 1,423 ,260
Dentro 182,124 10 18,212
Total 208,048 11

Quadro 78.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vgg
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacgéo (Dig96).

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 1160,005 1 1160,005 1,516 ,246
Dentro 7651,741 10 765,174
Total 8811,746 11

Quadro 79.B — Andlise de variancia da regresséao linear entre o parametro tim,s
e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacéo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,864 1 ,864 ,698 423
Dentro 12,377 10 1,238
Total 13,241 11

Quadro 80.B — Anélise de variancia da regressao linear entre o parametro r* e
a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubac¢éo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,968E-05 1 6,968E-05 13,813 ,004
Dentro 5,045E-05 10 5,045E-06
Total 1,201E-04 11
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Quadro 81.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro
Uma/Vea € a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacédo
(Dig96).

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 7,257E-02 1 7,257E-02 1,182 ,303
Dentro ,614 10 6,142E-02
Total ,687 11

Quadro 82.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums/Ves € a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacédo
(Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,043E-10 1 6,043E-10 ,000 ,994
Dentro 1,052E-04 10 1,052E-05
Total 1,052E-04 11

Quadro 83.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro V e
a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de incubacgéo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 38644,603 1 38644,603 227,225 ,000
Dentro 1700,718 10 170,072
Total 40345,321 11

Quadro 84.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubagéo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 27478,663 1 27478,663 7,538 ,021
Dentro 36453,371 10 3645,337
Total 63932,034 11

Quadro 85.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro zim,a
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubacéo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 205,942 1 205,942 6,792 ,026
Dentro 303,216 10 30,322
Total 509,159 11

Quadro 86.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro A e
a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubacéo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,456 1 4,456 ,219 ,650
Dentro 203,592 10 20,359
Total 208,048 11
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Quadro 87.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro Vgg
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubacéo (Dig96).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre ,345 1 ,345 ,000 ,985
Dentro 8811,401 10 881,140
Total 8811,746 11

Quadro 88.B — Andlise de variancia da regresséao linear entre o parametro g
e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre , 725 1 , 725 ,580 464
Dentro 12,516 10 1,252
Total 13,241 11

Quadro 89.B — Anélise de variancia da regressao linear entre o parametro r* e
a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,500E-05 1 2,500E-05 2,627 ,136
Dentro 9,513E-05 10 9,513E-06
Total 1,201E-04 11

Quadro 90.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro
UmaVEa € a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubagéo (Dig96).

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,338E-08 1 1,338E-08 ,000 1,000
Dentro ,687 10 6,868E-02
Total ,687 11

Quadro 91.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o parametro
Ums/Ves € a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubac¢éo (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,528E-05 1 2,528E-05 3,161 ,106
Dentro 7,997E-05 10 7,997E-06
Total 1,052E-04 11

Quadro 92.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro V e
a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 27284,162 1 27284,162 20,890 ,001
Dentro 13061,159 10 1306,116
Total 40345,321 11
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Quadro 93.B — Analise de variancia da regressao linear entre o conteido em
NDF da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de
incubacao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 382604,123 1 382604,12 30,342 ,000
Dentro 126098,841 10 12609,884
Total 508702,963 11

Quadro 94.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o contetdo em
NDF da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacéo
(Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 153308,972 1 153308,97 4,314 ,065
2
Dentro 355393,992 10 35539,399
Total 508702,963 11

Quadro 95.B — Analise de variancia da regresséao linear entre o contedo em
NDF da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de
incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 351505,798 1 351505,798 22,361 ,001
Dentro 157197,166 10 15719,717
Total 508702,963 11

Quadro 96.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o contelido em
NDF da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubagéo
(Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 97154,720 1 97154,720 2,361 ,155
Dentro 411548,243 10 41154,824
Total 508702,963 11

Quadro 97.B — Analise de variancia da regresséao linear entre o contedo em
ADF da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de
incubacéao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 119755,365 1 119755,365 29,470 ,000
Dentro 40636,324 10 4063,632
Total 160391,689 11

Quadro 98.B — Analise de variancia da regressao linear entre o conteddo em
ADF da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubagdo
(Dig48).

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 54786,813 1 54786,813 5,188 ,046
Dentro 105604,876 10 10560,488
Total 160391,689 11
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Quadro 99.B — Analise de variancia da regressao linear entre o contedo em
ADF da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de
incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 113913,611 1 113913,611 24,509 ,001
Dentro 46478,078 10 4647,808
Total 160391,689 11

Quadro 100.B — Analise de variancia da regresséo linear entre o conteido em
ADF da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubagéo
(Dig96).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 38757,125 1 38757,125 3,186 ,105
Dentro 121634,564 10 12163,456
Total 160391,689 11

Quadro 101.B — Analise de variancia da regresséao linear entre o contetdo em
ADL da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de
incubacéo (Dig48).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 2258,254 1 2258,254 42,904 ,000
Dentro 526,354 10 52,635
Total 2784,608 11

Quadro 102.B — Analise de variancia da regresséao linear entre o conteudo em
ADL da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de incubacéo
(Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1078,526 1 1078,526 6,322 ,031
Dentro 1706,081 10 170,608
Total 2784,608 11

Quadro 103.B — Analise de variancia da regresséo linear entre o conteido em
ADL da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de
incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2201,851 1 2201,851 37,783 ,000
Dentro 582,757 10 58,276
Total 2784,608 11

Quadro 104.B — Analise de variancia da regresséo linear entre o contetdo em
ADL da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de incubagdo
(Dig96).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 798,813 1 798,813 4,023 ,073
Dentro 1985,794 10 198,579
Total 2784,608 11
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Quadro 105.B — Analise de variancia da regresséo linear entre o contetido em

hemicelulose da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas
de incubacéo (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 74253,069 1 74253,069 24,585 ,001
Dentro 30202,334 10 3020,233
Total 104455,403 11

Quadro 106.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o conteddo em

hemicelulose da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de
incubacao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 24800,877 1 24800,877 3,114 , 108
Dentro 79654,525 10 7965,453
Total 104455,403 11

Quadro 107.B — Analise de variancia da regresséao linear entre o conteddo em

hemicelulose da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas
de incubacéo (Dig96).

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 65213,729 1 65213,729 16,618 ,002
Dentro 39241,674 10 3924,167
Total 104455,403 11

Quadro 108.B — Anadlise de variancia da regresséao linear entre o conteudo em

hemicelulose da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de
incubacao (Dig96).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 13186,080 1 13186,080 1,445 ,257
Dentro 91269,322 10 9126,932
Total 104455,403 11

Quadro 109.B — Analise de variancia da regresséo linear entre o contetido em

celulose da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 48 horas de
incubacao (Dig48).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 89123,618 1 89123,618 26,299 ,000
Dentro 33888,094 10 3388,809
Total 123011,713 11

Quadro 110.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o conteddo em

celulose da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 48 horas de
incubacao (Dig48).

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 40491,461 1 40491,461 4,907 ,051
Dentro 82520,251 10 8252,025
Total 123011,713 11
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Quadro 111.B — Anadlise de variancia da regresséo linear entre o contetdo em
celulose da amostra e a digestibilidade in vitro da matéria seca ao fim de 96 horas de
incubacao (Dig96).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 84440,817 1 84440,817 21,892 ,001
Dentro 38570,896 10 3857,090
Total 123011,713 11

Quadro 112.B — Analise de variancia da regresséao linear entre o contetdo em
celulose da amostra e a digestibilidade in vitro do NDF ao fim de 96 horas de
incubacéo (Dig96).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 28427,649 1 28427,649 3,006 ,114
Dentro 94584,064 10 9458,406
Total 123011,713 11

Quadro 113.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e 0 NDF da amostra (Figura 7.6).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 55383,507 1 55383,507 64,787 ,000
Dentro 8548,526 10 854,853
Total 63932,034 11

Quadro 114.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Uma © 0 NDF da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 392,550 1 392,550 33,664 ,000
Dentro 116,608 10 11,661
Total 509,159 11

Quadro 115.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro 1 e
o NDF da amostra (Figura 7.8).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 119,149 1 119,149 13,403 ,004
Dentro 88,899 10 8,890
Total 208,048 11

Quadro 116.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o parametro Veg
e 0 NDF da amostra (Figura 7.7).

Fonte de variagcéo SQ gl QM F Sig.
Entre 4466,672 1 4466,672 10,280 ,009
Dentro 4345,074 10 434,507
Total 8811,746 11
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Quadro 117.B — Andlise de
Ums € 0 NDF da amostra.

Anexo B

variancia da regressao linear entre o parametro

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,976 1 6,976 11,136 ,008
Dentro 6,265 10 ,626
Total 13,241 11

Quadro 118.B — Analise de variancia
0 NDF da amostra.

da regresséo linear entre o parametro r# e

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,340E-05 1 6,340E-05 11,176 ,007
Dentro 5,673E-05 10 5,673E-06
Total 1,201E-04 11

Quadro 119.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro

HmaVEa € 0 NDF da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,249 1 ,249 5,674 ,038
Dentro ,438 10 4,382E-02
Total ,687 11

Quadro 120.B — Andlise de variancia
Ums/Ves € 0 NDF da amostra.

da regresséao linear entre o parametro

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 2,428E-05 1 2,428E-05 2,999 ,114
Dentro 8,096E-05 10 8,096E-06
Total 1,052E-04 11

Quadro 121.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro V e

o NDF da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 28393,544 1 28393,544 23,757 ,001
Dentro 11951,776 10 1195,178
Total 40345,321 11

Quadro 122.B — Andlise de variancia da
e 0 ADF da amostra.

regressao linear entre o parametro Vgy

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 58678,840 1 58678,840 111,701 ,000
Dentro 5253,194 10 525,319
Total 63932,034 11
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Quadro 123.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Uma © 0 ADF da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 399,516 1 399,516 36,438 ,000
Dentro 109,642 10 10,964
Total 509,159 11

Quadro 124.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro 1 e
0 ADF da amostra.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 103,122 1 103,122 9,828 ,011
Dentro 104,926 10 10,493
Total 208,048 11

Quadro 125.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o parametro Vgg
e 0 ADF da amostra.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre 5045,645 1 5045,645 13,398 ,004
Dentro 3766,101 10 376,610
Total 8811,746 11

Quadro 126.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums € 0 ADF da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,736 1 6,736 10,356 ,009
Dentro 6,505 10 ,650
Total 13,241 11

Quadro 127.B — Anélise de variancia da regresséo linear entre o parametro r* e
o ADF da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5,167E-05 1 5,167E-05 7,548 ,021
Dentro 6,846E-05 10 6,846E-06
Total 1,201E-04 11

Quadro 128.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Uma/VEa € 0 ADF da amostra.

Fonte de variacéo SQ gl QM F Sig.
Entre 211 1 211 4,420 ,062
Dentro 476 10 4,763E-02
Total ,687 11
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Quadro 129.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums/Ves € 0 ADF da amostra.

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,720E-05 1 1,720E-05 1,953 ,192
Dentro 8,805E-05 10 8,805E-06
Total 1,052E-04 11

Quadro 130.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro V e
0 ADF da amostra.

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 29310,965 1 29310,965 26,563 ,000
Dentro 11034,356 10 1103,436
Total 40345,321 11

Quadro 131.B — Anadlise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e o contetdo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 48038,870 1 48038,870 30,226 ,000
Dentro 15893,163 10 1589,316
Total 63932,034 11

Quadro 132.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Uma € O contetdo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 359,307 1 359,307 23,978 ,001
Dentro 149,852 10 14,985
Total 509,159 11

Quadro 133.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro 1 e
o conteado em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacédo SQ gl QM F Sig.
Entre 132,367 1 132,367 17,490 ,002
Dentro 75,681 10 7,568
Total 208,048 11

Quadro 134.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro Vgg
e o conteudo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 3536,466 1 3536,466 6,704 ,027
Dentro 5275,280 10 527,528
Total 8811,746 11
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Quadro 135.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums € 0 conteudo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,826 1 6,826 10,640 ,009
Dentro 6,415 10 ,642
Total 13,241 11

Quadro 136.B — Anélise de variancia da regresséo linear entre o parametro r* e
o contetdo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 7,507E-05 1 7,507E-05 16,661 ,002
Dentro 4,506E-05 10 4,506E-06
Total 1,201E-04 11

Quadro 137.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
UmaVEa € 0 conteddo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacao SQ gl QM F Sig.
Entre ,283 1 ,283 7,002 ,024
Dentro ,404 10 4,039E-02
Total ,687 11

Quadro 138.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums/Ves € 0 conteldo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 3,290E-05 1 3,290E-05 4,548 ,059
Dentro 7,234E-05 10 7,234E-06
Total 1,052E-04 11

Quadro 139.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro V e
o conteudo em hemicelulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 25507,131 1 25507,131 17,190 ,002
Dentro 14838,189 10 1483,819
Total 40345,321 11

Quadro 140.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro Vg,
e o conteudo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 58435,017 1 58435,017 106,303 ,000
Dentro 5497,017 10 549,702
Total 63932,034 11
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Quadro 141.B — Andlise de variancia da regresséo linear entre o parametro
HUma € 0 conteldo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 396,327 1 396,327 35,126 ,000
Dentro 112,832 10 11,283
Total 509,159 11

Quadro 142.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro 1 e
o contetdo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 105,288 1 105,288 10,246 ,009
Dentro 102,760 10 10,276
Total 208,048 11

Quadro 143.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro Veg
e 0 contetido em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 5221,688 1 5221,688 14,545 ,003
Dentro 3590,059 10 359,006
Total 8811,746 11

Quadro 144.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
HUms € 0 conteldo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 6,934 1 6,934 10,994 ,008
Dentro 6,307 10 ,631
Total 13,241 11

Quadro 145.B — Anélise de variancia da regressao linear entre o parametro r* e
o contetdo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 4,880E-05 1 4,880E-05 6,842 ,026
Dentro 7,133E-05 10 7,133E-06
Total 1,201E-04 11

Quadro 146.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
UmaVEa € 0 contetido em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,204 1 ,204 4,222 ,067
Dentro ,483 10 4,829E-02
Total ,687 11
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Quadro 147.B — Andlise de variancia da regressao linear entre o parametro
Ums/Ves € 0 conteldo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 1,757E-05 1 1,757E-05 2,004 ,187
Dentro 8,767E-05 10 8,767E-06
Total 1,052E-04 11

Quadro 148.B — Analise de variancia da regressao linear entre o parametro V e
o contetdo em celulose da amostra.

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 28720,797 1 28720,797 24,707 ,001
Dentro 11624,524 10 1162,452
Total 40345,321 11

Quadro 149.B — Analise de variancia da regressao linear entre a quantidade de
substrato efectivamente degradado (SED) e o parametro V (Figura 7.9).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre 60023,089 1 60023,089 501,370 ,000
Dentro 5507,040 46 119,718
Total 65530,129 47

Quadro 150.B — Analise de variancia da regressao linear entre a quantidade de
substrato efectivamente degradado (SED) necessério para a producédo de 1 ml de gas
e a digestibilidade in vitro (Dig48) da matéria secam (Figura 7.10).

Fonte de variacdo SQ gl QM F Sig.
Entre ,319 1 ,319 104,192 ,000
Dentro 3,065E-02 10 3,065E-03
Total ,350 11
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