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Modelos matematicos para estimar 0s
parametros de degradagéo de sorgo
através das curvas de produgao de gas

R. Rosero*, E. de Oliveira Simées*, L. C. Gongalves™, N. M. Rodriguez**, e J. A. dos Santos Rodrigues™*

introducé@o

Os métodos in vitro e in situ sdo empregados para
estimar a degradabilidade da MO dos alimenios para
ruminantes. Alternativamente a cinética de degradagao
dos alimentos pode ser determinada a partir do volume
de gas produzido durante o processo fermentativo in
vitro mediante a incubagéo do alimento com fluido
ruminal e uma solugdo tampéo a temperatura
constante (39 °C) (Menke et al., 1979). Este método
pode ser usado para determinar as taxas de
degradagao dos alimentos pelo monitoramento das
taxas de producéo de gas durante determinados
intervalos de tempo (Beuvink e Kogat, 1993).

A descrigdo matematica das curvas de produgdo
de gas permite a analise dos dados, a comparagéo de
subsiratos e a avaliagdo de diferentes ambientes de
fermentagao, proporcionando valiosa informagéo sobre
a composi¢do do substrato e as taxas de fermentagao
dos constituintes sollveis e estruturais do substrato.
O desenvolvimento de novos equipamentos para avaliar
a cinética de fermentagao através desta técnica
(Cone et al., 1994; Theodorou et al., 1994; Mauricio et
al., 1999) permite tragar curvas de produgao de gas
com maior preciséo onde diferentes processos podem
ser identificados o que faz com que seja necessario 0
emprego de modelos mais complexos que permitam
um melhor ajuste estatistico dos dados.

-

«  7ootecnista, D.Sc. Profesor auxiliar. Facultad de
Agrozootecnia, Universidad del Cauca, Colombia.
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Tem sido propostos diferentes modelos
matematicos para estimar os parametros de
degradacdo através das curvas de preducdo de gas
(Mertens e Loften, 1980; France et al., 1993; Beuvink
e Kogut, 1993; Schofield et al., 1994; Groot et al.,
1996) todos apresentam vantagens e desvantagens de
ajuste um frente ao outro, dependendo das condigbes
experimentais e do tipo de substrato em estudo.

O objetivo do presente estudo foi comparar
diferentes modelos matematicos e avaliar sua
capacidade de ajuste para descrever a cinética de
producio de gas de cinco genotipos de sorgo colhidos
em trés estadios de maturagéo.

Materiais e métodos

Fonte e preparagéo dos substratos

Foram empregados cinco genbtipos de sorgo: Massa
3, Volumax, BR 601, BR 700 e BR 701. Os genotipos
foram plantados nas dependéncias da Embrapa —
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo no
municipio de Sete Lagoas, Minas Gerais. Cada
genétipo foi plantado em trés canteiros diferentes que
constituiram as repeticdes e colhidos em ftrés épocas
de corte diferentes, fazendo um total de 45 materiais
para incubagao.

A colheita dos materiais foi feita aos 7,28 e 49
dias apos o florescimento que ocorreu aos 90 dias
depois do plantio. Apos a colheita de todo o material,
as forragens foram picadas em particulas com
tamanho médio de 2 cm, empregando-se uma
picadeira estacionaria ‘Nogueira modelo DPM-4. O
material dos cinco genotipos de sorgo nas trés épocas
de corte foi individualmente homogenizado e seco em
estufa de ventilagdo forgada com temperatura de
60-65 °C por 72 h. As amostras secas foram moidas
através de peneira de 1 mm, utilizando-se um moinho
estacionario ‘Thomas-Wiley’ modelo 4.




Pasturas Tropicales, Vol. 25, No. 1
Preparagédo do meio de cultura

O meio de cultura foi preparado 1 dia antes do inicio
do experimento de acordo com as recomendacdes
feitas por Mauricio et al. (2001). O meio foi fortemente
agitado para permitir a completa mistura das
solugdes, transferido dentro de uma capela e saturado
com CO? por 2 h até atingir uma leve coloragdo rosa.

Preparagao dos frascos de incubagéo

A incubacéo foi feita em frascos de vidro com
capacidade para 125 ml. Um dia antes do inicio do
experimento foram adicionados manualmente a cada
frasco 90 ml de meio de cultura mediante a utilizagdo
de uma proveta graduada. Os frascos foram vedados
com rolhas de borracha (14 mm) e mantidos em
geladeira a 4 °C para evitar qualquer tipo de
fermentagdo. Cinco horas antes da inoculagdo os
frascos foram removidos da geladeira e levados para
estufa a 39 °C.

Preparagéo do inoculo e inoculagdo

O liquido ruminal foi obtido de uma vaca fistulada
mantida no Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.
O animal doador era alimentado a vontade com
silagem de milho, 2 kg de ragdo concentrada e sal
mineralizada. O liquido ruminal foi retirado
manualmente de varias partes do ramen e armazenado
em garrafas térmicas previamente aquecidas com
agua a 40 °C. Apoés a coleta, o liquido ruminal foi
filtrado através de duas camadas de panos de
algodéao, a parte sélida retida nos panos foi
rapidamente transferida para um liquidificador com
certa proporgéo de liquido ruminal e liquidificado por 20
seg. Apobs este procedimento o material liquidificado
foi filtrado novamente e transferido para um
‘erlenmeyer’ mantido em banho-maria a 39 °C sendo
continuamente saturado com CO,. Este procedimento
foi feito para garantir que o inoculo resultante estivesse
composto por microorganismos ruminais aderidos e
n&o aderidos a fibra (Theodorou

et al.,, 1994).

Os frascos com o meio de cultura e o substrato
foram inoculados com 10 ml de liquido ruminal usando
uma seringa graduada de 10 ml e totalmente vedados
foram agitados manualmente e transferidos para estufa
a 39 °C (tempo zero).

Leituras da producéo de gas

A presséo originada dos gases acumulados na parte
superior dos frascos foi medida através de um

transdutor de pressdo conectado a um leitor digital, os
dados de pressso foram rapidamente transferidos e
armazenados em um computador para sua posterior
analise. As leituras foram feitas nos horarios 2, 4, 6,
8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48, 72 e 96 horas. Uma
agulha acoplada ao transdutor de presséo foi inserida
através da tampa de borracha e a pressdo medida e
armazenada.

Modelos

Diferentes modelos para descrever a cinética de
producdo de gas tem sido relatados por Beuvink e
Kogut et al., (1993) e Schofield (2000). Para este
estudo foram escolhidos quatro modelos (Tabela 1):
(1) Modelo nao sigmoidal que é utilizado com
frequéncia na avaliagio da degradagdo dos alimentos
pela técnica in sjtu (Orskov e McDonald, 1979), este
modelo supde que a taxa de produgido de gas depende
unicamente do substrato disponivel para fermentag&o
uma vez atingido o tempo de colonizagdo. (2) Modelo
logistico proposto por Schofield et al. (1994) que
supde que a produgao de gas é proporcional ao
tamanho da populag&o microbiana e ao substrato
digestivel. No inicio da fermentagao, a populagéo
microbiana constitui o fator limitante, ja no final da
fermentagdo € a disponibilidade de substrato
fermentavel o que limita a taxa de produgdo de gas
(Schofield et al., 1994). Em consequéncia a curva
logistica € inerentemente sigmoidal e a maxima taxa
de producéo de gas ocorre quando a metade do
substratrato tem sido fermentado. (3) Modelo
proposto por France et al. (1993) é empirico e muito
semelhante ao modelo exponencial simples proposto
por Orskov e McDonald (1979), ele conserva o
conceito do tempo de colonizagéo e a taxa de
degradagéo é postulada para variar com o tempo de
incubag&o. (4) Modelo de Gompertz proposto por
Lavrencic et al. (1997), supde que a taxa de produg&o
de gas é proporcional & atividade microbiana, mas a
proporcionalidade diminue com o tempo de incubago
0 que pode ser interpretado como a perda de eficiéncia
na taxa de fermentagéo com o tempo.

Validag&o dos modelos

O estudo dos residuos & uma técnica que pode ser
utilizada para distinguir a qualidade de ajuste entre
diferentes modelos. Os residuos foram analizados
graficamente e testados para um amplo nimero de
corridas visando determinar se os modelos
superestimam ou subestimam certas secdes da curva
de degradagdo. Outros criterios de avaliagéo foram os
quadrados médios do erro (QME) e os coeficientes de
determinag&o (R2), além do julgamento na coeréncia
das estimativas dos parametros com significado




Tabela 1. Descrigdo matematica dos modelos testados.

Numero de parametros

Exponencial
Logistico

oW W

France

w
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Equacao?

v, = ZV, X (1-exp(-k, x (t-L))

V= Ve, X (1+exp(2-4x S, x(t- L")))’1
V.=V x{1-exp [-bx(t-L)-cx(«!t-«!L)]%
V= VX exp(- c)(exp (-A x £))

S ———

Gompertz

a. V, = volume de gas no-tempo; Vi, = volume de gas correspondente 3 completa digestdo do substrato (asintota); k, = taxa constante
(h"); L., = tempo de colonizagao; S, = representa uma taxa especifica semelhante 3 taxa de degradagdo k; ¢ = taxa constante de
produgéo de gas do material potencialmente degradavel. A = fator constante de eficiéncia microbiana.

bioldgico. Os QME foram avaliados através do analise
de variancia com o auxilio do procedimento Proc
Anova (SAS, 1985).

As curvas de ajuste e as estimativas dos
parametros, assim como também o estudo dos
residuos foi feito através do processo interativo do
algoritmo Marquardt com a ajuda do procedimento
para modelos n&o lineares (Proc Nlin) do SAS (1985).

Resultados e discussao

Existem diferentes criterios de avaliagdo para
determinar a qualidade de ajuste entre modelos, entre
eles o coeficiente de determinagao (R?), os quadrados
médios do erro (QME) e o valor dos residuos, definidos
como a diferenga entre os valores observados e 0S
preditos pelo modelo. O coeficiente de determinagéo
como unico critério de avaliagdo nao constitui um bom
indicador de ajuste, uma vez que altos coeficientes
podem ser observados em modelos com limitada
capacidade de predigo.

Na avaliagdo estatistica do modelo & importante
lembrar que a soma quadrado total (SQT) é sempre a
mesma para um determinado conjunto de dados. A
SQT na andlise de variancia da regressdo nao linear é
dividida em duas partes, uma parte chamada soma
quadrado da regressao (ou modelo) (SQM) e outra
chamada soma quadrado do residuo (ou erro) (SQE).
Como a SQT é sempre a mesma para um conjunto de
dados o valor da SQE depende exclussivamente do

Tabela2. Médias dos quadrados médios do residuo (QME, n =

modelo, sendo que modelos que representam melhor
um conjunto de dados fornecem menores SQE, que
posteriormente serdo utilizados para o calculo dos
QME constituindo assim um adequado critério de
avaliagdo entre modelos.

A Figura 1 mostra 0s QME dos modelos para 45
curvas de produgado de gas. Em todos os casos 0
ajuste exponencial dos dados apresentou os maiores
valores quando comparados aos obtidos para os
modelos logistico, Gompertz e France. Para os
modelos Gompertz, logistico e France 0s valores dos
QME foram geralmente baixos; 0s modelos Gompertz
e France apresentaram QME muito proximos para
67% dos substratos avaliados. Devido a que a
variagdo dos QME do modelo exponencial foram
maiores que a variagio observada para os obtidos com
os outros modelos, estes foram comparados através
do analise de variancia. Os QME foram maiores para
o modelo exponencial (P < 0.05), seguido pelo modelo
logistico (Tabela 2). Embora o modelo France tivesse
apresentado os menores QME (P > 0.05) foi
estatisticamente equivalente do modelo Gompertz.

A Figura 2 ilustra o ajuste provido pelos modelos
para os dados de produgdo de gas de um dos
substratos avaliados neste experimento. O modelo
France subestima a produgéo de gas nos primeiros
horarios de incubagdo, subestima a asintota e ndo
fornece um adequado ajuste para a fase exponencial
da curva. O modelo exponencial da mesma forma que
o modelo France subestima a produg&o de gas nos

45) obtidos a partir do ajuste dos dados de producéo de

4s aos modelos exponencial, logistico, Gompertz e France.

 gas aos modelos exponencial, logistico, BOMPTE ® T — —————

Modelo Média Exponencial Logistico Gompertz
QvE DMS

Exponencial 727.29 —

Logistico 278.07 449,22 —

Gompertz 181.10 546.19* 96.97* —
102.22 625.07** 175.85" 78.88 ns.

France

DMS = Diferenga minima significativa (** P <0.01).
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Figura 1. Representagdo gréfica dos quadrados médios do erro (QME) correspondentes a 45 curvas de producgéo de gas descritas
pelos modelos exponencial (s), logistico (O), Gompertz (#) e France (O).
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Figura 2. Produgdo acumulativa de gas para um genodtipo de sorgo (u; ml de gas/g de MS) e ajuste dos modelos Gompertz,
exponencial, logistico e France ().

primeiros horarios e ndo apresenta um adequado Desta forma este modelo mostra-se adequado para
ajuste ao longo do tempo. Contrariamente, o modelo descrever as caracteristicas de fermentagdo de
logistico superestima a produgdo de gas nos primeiros substratos com rapidas taxas de producgdo de gas nos
horarios de incubacéo e se ajusta melhor a fase primeiros horarios de incubagéo e com um lento
asintotica da curva. Ja o modelo Gompertz supera crescimento da fase asintotica como no caso das
todos estes problemas e fornece um adequado ajuste forrageiras tropicais. As curvas de producio de gas
nos primeiros estadios do processo fermentativo apresentam forma sigmoidal e nelas podem ser

assim como também na fase asintotica da curva. ditinguidas trés fases: inicial de lenta produgéo de




gas, exponencial de rapida produgdo de gas e,
asintotica onde existe uma lenta ou quase nula
producdo de gas.

Na Figura 3 podem ser vistas as dispergdes
wmporais dos residuos em relagéo aos valores
efetivamente observados apés o ajuste dos dados
individuais de produgéo de gas (ml de gas/g de MS)
aos modelos. Como observado na Figura o modelo
exponencial subestima a produgdo de gas durante a
fase inicial (primeiras 6 h de incubag&do). No periodo
comprendio entre as 6 e 24 h este modelo prediz
taxas de producgdo de gas maiores as observadas,
entanto que no periodo comprendido entre as 30 e
72 h de incubagdo apresenta uma clara subpredigao
dos volumes de gas produzidos. Finalmente na fase
asintética para todos os substratos avalidos foi
verificada uma superestimagao dos valores de gas
produzidos.

Quando observados as Figuras de dispergéo para
os modelos logistico e Gompertz pode ser verificado
que eles apresentam um comportamento semelhante
ao longo do tempo, com pequenas diferengas.
Durante a fase incial ambos modelos superestimam a
producdo de gas, mas os valores preditos pelo modelo
logistico s&o muito menores que os preditos pelo
modelo Gompertz o que faz com que este Ultimo seja
mais acurado em predizer os volumes de gas
produzido nos primeiros horarios de incubagao.

Pasturas Tropicales, Vol. 25, No. 1

Nos horarios de leitura comprendidos entre 6 e
19 h apds a inoculagdo o modelo Gompertz subestima
o volume de gas produzido. Sofre um periodo de
estabilizagdo nos horarios 24 e 48 h, onde para um
grande ntmero de substratos os valores preditos e
observados foram muito proximos. Finalmente com
96 h de incubacdo prediz volumes de gas menores de
aqueles observados para todos os substratos. O
modelo logistico apresenta o mesmo comportamento
que o Gompertz com a vantagem que a diferenca entre
os valores observados e preditos € menor nos horarios
de leitura 48, 72 e 96 h o que indica um melhor ajuste
do modelo predizendo com exatiddo a fase asintotica
da curva de producdo de gas. Contrariamente aos
modelos Gompertz e logistico, o modelo France
subestima amplamente os primeiros horarios de
incubacéo e a fase asintotica da curva fato pelo qual
sua utilizagéio para descrever a cinética de
fermentagdo de forrageiras deve ser considerada com
uma vez que subestima o potencial fermentativo das
mesmas.

Os dados empregados neste experimento mostram
que o ajuste do modelo exponencial € inferior quando
comparado aos modelos logistico, Gompertz e
France. A menor capacidade de ajuste do modelo
exponencial também foi observada por Beuvink e
Kogut (1993) quando avaliaram cinco modelos
diferentes para descrever a cinética de producéo de
gas de 50 substratos.

Dispersao modelo de Gompertz Dispers&o modelo Exponencial
15
25
10 20 ¥
. 2 15 1%
7 - 10 l
il S sl :
4 . 16 3% s6 g7 9% 0 - ; i ; ; . : =
5 4 64 80
oy § 5 | !&2—_4L st
-10- L =104 o* ‘
-15
. + Gompertz + Exponencial
15 20
Dispers&o modelo Logislico Dispergao modelo de France
35
16 30 *
! 2 *
5 . 20 ®
N1 L F 4
i 15 + §
o $ * ; ; y 10 1
4 | «f¥ ¢ ch 36 56 6 9% 5 ®
®e® (|
5 + 0 - 4
T N 1
H gl I e F. S 7
10— l -10 - ]
o Logistico -8 e * France
-15 20 -

Figura 3. Dispergées temporais dos residuos (u) obtidos apés o ajuste dos dados individuais de produgéo de gas (ml de gés/g de MS)

aos modelos exponencial, logistico, gompretz e France.
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Uma possivel razdo para explicar a falta de ajuste
do modelo exponencial poderia ser o fato deste
modelo assumir que apos do tempo de colonizagdo o
alimento & fermentado instantaneamente a uma
maxima taxa de degradagdo. Mas no caso de plantas
forrageiras que apresentam diferentes tipos de tecidos
com diferente composigao e taxas de degradag3o, isto
néo é completamente certo.

Histologicamente os tecidos da plantas forrageiras
pode ser divididos dentro de trés tipos: (1) Material
rapidamente fermentavel (células do mesofilo), (2)
material de lenta fermentagdo (esclerenquima,
parénquima), e (3) material indigestivel (tecido vascular
lignificado) (Akin, 1979). Nas primeiras horas de
incubagéo uma parte do substrato, principalmente os
agUcares sollveis, sdo fermentados imediatamente,
mas eles s6 constituem uma pequena parte do
material potencialmente digestivel. A medida que o
processo fermentativo continua uma maior quantidade
de material & hidratado e colonizado pelos
microorganismo ruminais o que origina diferentes
taxas de degradagdo, dependendo da concentragéo de
carboidratos estruturais, teores de lignina e estadio de
maturidade da planta. Sob este ponto de vista, o
modelo exponencial ndo é o mais apropriado para
descrever a cinética de produgdo de gas das
forrageiras por considera-las como uma entidade
uniforme com uma taxa de degradag@o constate ao
longo do tempo.

Na Tabela 3 séo apresentados os valores
estimados pelos modelos para as variaveis volume de
gas produzido (ml/g de MS), taxa de produgéo de gas,
tempo de colonizagdo (horas) e coeficientes de
determinagéo (R?) de cinco gendtipos de sorgo
colhidos em trés estadios de maturagdo estimados
pelos modelos exponencial, logistico, Gompertz e
France. Os valores estimados pelos modelos para
cada uma destas variaveis corresponde a média de
trés repeticGes para cada gendtipo em cada época de
corte.

Quando analisados os valores estimados pelos
modelos para a variavel volume de gas produzido nas
trés épocas de corte pode ser verificado que todos
apresentaram altos coeficientes de determinacdo
(R? > 99%), o que indica que este valor usado de
maneira isolada n&o constitui um bom critério de
avaliagéo de ajuste entre modelos. Os valores médios
de volume de gas produzido estimados pelos modelos
logistico, Gompertz e France para todos os gendtipos
apresentaram apenas diferengas numeéricas
(P > 0.05) e mostraram-se estatisticamente diferentes
dos valores estimados pelo modelo exponencial. E
importante salientar que o modelo exponencial

superestimou o volume de gas produzido para todos
os materiais em estudo.

Ao serem comparados os volumes de gas
produzidos entre gendtipos pode ser verificado, que
independientemente da época de colheita do material,
os modelos logistico e Gompertz classificaram de
maneira semelhante os materiais em estudo,
apresentando pequenas discrepancias unicamente na
segunda época de colheita do material, embora n&o
tenham sido verificadas diferengas estatisticas
(P > 0.05) entre os volumes de gas preditos pelos
modelos.

Por sua parte o modelo exponencial classificou os
materiais de maneira diferente, superestimando a
producéo de gas em todos os genotipos,
principalmente nos materiais com menor potencial
fermentativo, fato pelo qual diferengas claras entre
genotipos foram aparentemente inexistentes. Ja o
modelo France apresentou um comportamento
diferente quando comparado aos modelos Gompertz e
logistico subestimando os potenciais de fermentagéo
para 34% dos substratos em estudo o que fez com
que alguns materiais fossem penalizados e
classificados como de qualidade inferior.

Quando analisadas as taxas de produgéo de gas
que corresponderiam as taxas de degradagéo
estimadas pela técnica in situ, pode ser verificado que
estadisticamente os valores preditos pelos modelos
France, logistico e Gomperlz s&o iguais (P > 0.05),
apresentando apenas diferencas numéricas.

O modelo Gompertz ndo permite estimar o tempo
de colonizag8o, mas permite estimar um fator de
eficiéncia microbiana que diminue a medida que o
potencial de fermentacdo do substrato decresce ao
longo do tempo.

Conclusoes

Os modelos Gompertz e France mostraram
significativa superioridade de ajuste em termos de
coeficiente de determinagdo e SQE na estimativa dos
parametros da cinética de produgdo de gas quando
comparados com os modelo exponencial e logistico.
As diferencas observadas entre modelos na
classificacdo dos materiais em quanto a seu
potencial de fermentagdo pode levar a conclusdes
erradas uma vez que a sub ou superestimagdo na
produgdo de gas poderia classificar claras diferencas
entre materiais como inexistentes.

Os modelos empregados na avaliagdo de
alimentos para ruminantes através das técnicas in
situ e in vitro apresentam vantagens e desvantagens
de ajuste dependendo das condi¢bes experimentais e
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do tipo de substrato em estudo. Isto faz com que seja
necessaria a avaliagio de diferentes modelos em
diferentes condi¢des experimentais e com uma ampla
variedade de substratos que permita a escolha do
melhor modelo para cada situacdo e ndo a utilizagao
indiscriminada de um Gnico modelo para todos os
tipos de substratos nas mais variadas condigbes
experimentais.

Resumen

En el Departamento de Zootecnia de la Universidad
Federal de Minas Gerais, Brasil, se evaluaron los
modelos matematicos logistico, Gompertz, France y
exponencial utilizados en la descripcion de la cinética
de produccién de gas durante la fermentacion in vitro
de tejido de cinco genotipos de sorgo, cultivados en el
campo de Embrapa—Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo, municipio de Sete Lagoas, M.G.,
Brasil. Las plantas fueron cosechadas 7, 28 y 49 dias
después de la floracion, que ocurrié 90 dias después
de la siembra. Entre el inicio de la incubacién de los
materiales y 96 h mas tarde se hicieron 14 lecturas de
produccion de gas. Cada genotipo fue sembrado en
tres repeticiones para un total de 45 muestras en
incubacion por modelo. Los modelos exponencial y
France presentaron los menores ajustes para predecir
la produccién de gas en la fermetacion de forraje de
sorgo, ya que subestiman la produccion y presentan
un bajo coeficiente de determinacién. El modelo
Gompertz presentd un ajuste adecuado para evaluar la
tasa de fermentacion en trabajos in vitro con forrajeras
tropicales.

Summary

Four mathematical models—logistic, Gompertz,
France, and exponentia—were used to describe the
kinetics of gas production during in vitro fermentation
of plant tissue of five sorghum genotypes at the
Department of Zootechnics, Federal University of
Minas Gerais, Brazil. Genotypes were grown in the
field at the Embrapa—National Millet and Sorghum
Research Center, located in the municipality of Sete
Lagoas (Minas Gerais). Plants were harvested at 7,
28, and 49 days after flowering, which occurred

90 days after planting. Fourteen gas production
readings were performed over a 96-h interval, starting
from beginning of incubation of materials. Each
genotype was planted with three replicates, totaling 45
incubated samples per model. The exponential and
France models underestimated the production and
presented a low coefficient of determination. The
Gomertz model supplied an adequate ajustment and
therefore is appropriate to evaluate fermentation rates
in in vitro work carried out with tropical forages.
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