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RESUMO

A técnica de digestibilidade in vitro em ruminantes é uma alternativa ao método in
vivo, uma vez que permite avaliar varios alimentos simultaneamente, porém faz-se
necessario coletar liquido ruminal, que em geral, é obtido a partir de animais
fistulados no ramen. Desta forma, nos dias atuais, busca-se fontes alternativas de
in6culo microbiano para realizar ensaios in vitro. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a substituicdo do indculo ruminal pelo inéculo fecal na técnica
de digestibilidade in vitro de alimentos volumosos e concentrados. Para tanto, foi
realizado um ensaio, onde avaliou-se a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) utilizando diferentes diluicbes de fezes para solucdo tampédo de:
300g/1000mL, 400g/1000mL e 5009/1000mL, utilizando a técnica descrita por Tilley
e Terry (1963) adaptada para o Fermentador Ruminal DAISY" - ANKOM®. Este
trabalho foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI) da Universidade
Estadual de Maringd (UEM). As gramineas frescas e fenos apresentaram maiores
teores de carboidratos fibrosos, o que refletiu em valores inferiores de DIVMS para o
in6culo fecal, necessitando de correcdo de dados através de equacles de
regressdo. Nao houve diferenca entre os indculos utilizados para determinacédo da
DIVMS de farelos e leguminosas. As diferentes diluicdes testadas nao afetaram os
valores de DIVMS dos alimentos. Diante disso, verificou-se grande potencial do
inoculo fecal de bovinos em substituir o in6culo ruminal nos ensaios de DIVMS, e
para isso, recomenda-se a diluicdo de 300 g de fezes por 1000 mL de solugao
tampao.

Palavras-chave: avaliagdo de alimentos, carboidratos fibrosos, fermentador ruminal,

gramineas, inoculo, liquido ruminal
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1  INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, é o maior
exportador de carne bovina, segundo maior produtor de carne e quarto maior
produtor de leite (FAO, 2013; USDA, 2016). A nivel global verifica-se uma répida
expansao da producdo e consumo de produtos de origem animal, e espera-se que
esse cenario continue progredindo. Sendo assim, para atender a crescente
demanda por produtos de qualidade, o setor devera fundamentar-se no uso mais
eficiente dos insumos, visando minimizar seu impacto ambiental (FAO, 2014).

Diante disso, para que o setor agropecuario mantenha-se no mercado cada
vez mais competitivo, ele deverd superar alguns desafios importantes, como o
aumento da produtividade aliado a sustentabilidade ambiental e bem estar animal,
além da qualidade e seguranca alimentar (BRASIL, 2014). Nesse contexto, a
alimentacéo é responsavel por 70 a 80 % dos custos de producao (GOES, SILVA e
SOUZA, 2013), tornando continua a procura por alimentos mais eficientes e
econOmicos para uso na alimentagédo animal (SALMAN, 2010).

A determinacdo da composi¢do quimico-bromatolégica é apenas um prelldio
para obter o valor nutritivo dos alimentos, porém insuficiente para avaliar a eficiéncia
de utilizacdo dos alimentos e sua transformacédo pelo animal em produtos como
carne, leite e 1a. De acordo com Mertens (2005), os sistemas de alimentacao
modernos precisam ser baseados nos mecanismos que regulam a resposta dos
animais aos nutrientes, por meio de processos quantitativos da digestdo e do
metabolismo dos ruminantes, e para isso, sdo hecessarios dados biolégicos
adequados, obtidos através de métodos in vivo, in situ e in vitro.

Desta forma, o método in vivo de determinacdo da digestibilidade dos
alimentos € o mais confidvel, porém apresenta alguns inconvenientes, como 0
requerimento de grandes quantidades de alimentos, maior nimero de animais,
namero alto de repeticdes, controle rigoroso da quantidade ingerida e excretada e
instalacdes adequadas (BERCHIELLI, VEGA-GARCIA e OLIVEIRA, 2011),
tornando-a onerosa e demorada. Além de, apresentar limitacbes quanto ao uso dos
animais.

Diante disso, para reduzir o tempo dessa metodologia, foram validadas

diversas técnicas, dentre elas encontram-se a in vitro e a in situ, as quais devem ser
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capazes de simular o processo de digestdo que ocorre nos ruminantes. No entanto,
necessitam de animais fistulados no ramen para obtencdo de in6culo microbiano,
despertando uma série de problemas praticos, como por exemplo, instalacdes
cirdrgicas, cuidados constantes para evitar infeccfes e custos associados com a
manuten¢do em longo prazo destes animais (MAURICIO et al., 2001; SILVA et al.,
2003; MOULD et al., 2005).

Deste modo, devido as adequacdes das leis de bem-estar animal e
campanhas contrarias a utilizagdo de animais em experimentos, a metodologia in
vitro vem sendo uma das técnicas mais utilizadas em ensaios de digestibilidade
(GIVENS e GILL, 1998). No entanto, observa-se uma restricdo cada vez maior ao
uso de animais preparados cirurgicamente, e desta forma, dificulta o uso de técnicas
invasivas (LUZ, 2013), tornando necessario desenvolver e aperfeicoar metodologias
in vitro, que sejam menos dependentes de animais fistulados e confiaveis para uso
em pesquisas.

Nesse contexto, o uso de fezes como fonte alternativa ao liquido ruminal vem
mostrando resultados promissores em ensaios de digestibilidade in vitro por meio da
técnica descrita por Tilley e Terry em 1963 (AKHTER e HOSSAIN, 1998; AKHTER,
1999;; HOLDEN, 1999; ALCALDE et al., 2001) e também pela técnica de producéo
de gés in vitro (MAURICIO et al., 2001; CONE, VAN GELDER e BACHMANN, 2002;
CHEN e ZHAO, 2004).

Contudo, apesar das pesquisas anteriores mostrarem o potencial do inéculo
fecal como fonte de microrganismos na avaliacdo da digestibilidade in vitro dos
alimentos em ruminantes, ainda existe algumas limitagcbes quanto ao uso de fezes,
entre as quais, segundo Omed, Lovett e Axford (2000), questiona-se qual seria a
qguantidade de fezes suficiente para produzir um inéculo mais ativo, no que diz
respeito a concentracdo Otima de microrganismos para obter valores de
digestibilidade.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o inéculo fecal de bovinos como alternativa ao in6culo ruminal para

determinacao da digestibilidade in vitro da matéria seca de alimentos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a composicao quimico-bromatologica dos alimentos;

- Avaliar a matéria seca dos residuos apds a incubacdo na fermentadora
artificial DAISY";

- Avaliar trés diferentes diluicbes (fezes:tampdo) do inéculo fecal para

determinacao da digestibilidade in vitro da matéria seca de diferentes alimentos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristica digestivas dos animais ruminantes

Ao longo do processo evolutivo, os ruminantes desenvolveram caracteristicas
anatbmicas e simbidticas que lhes permitiram aproveitar de forma eficiente
carboidratos estruturais como fonte de energia e fixar compostos nitrogenados néo-
protéicos em células microbianas utilizadas como fonte de proteina (VALADARES
FILHO e PINA, 2006). Essa capacidade em aproveitar tais nutrientes, deve-se as
particularidades anatdmicas do trato digestivo (pré-estbmagos) dos ruminantes,
onde observa-se uma relacdo simbidtica entre o hospedeiro e 0s microrganismos
ruminais, que fermentam alimentos fibrosos, suprindo o animal com acidos graxos
de cadeia curta, resultantes da fermentacdo, e proteina microbiana (KOZLOSKI,
2011).

O estbmago dos ruminantes origina-se embrionariamente do estdbmago
simples, sendo dividido em quatro compartimentos: rimen, reticulo, omaso e
abomaso. Esses quatro compartimentos tem importancia primordial para a fisiologia
digestiva e nutricdo dos ruminantes e desta forma, é imprescindivel conhecer a
anatomia funcional de cada por¢ado e suas inter-relacdes morfofisiologicas. Os trés
primeiros compartimentos sdo chamados de pré-estdbmagos, 0s quais sao revestidos
por epitélio mucoso ndo glandular, onde ocorre a fermentacdo microbiana
anaerobica do material vegetal e absorcdo dos produtos de fermentacéo, e por isso,
sua estrutura anatdmica € relacionada principalmente, com funcées mecanicas.
Enquanto o abomaso € o0 estdbmago quimico ou “verdadeiro”, onde enzimas
digestivas e suco gastrico sdo secretados (HOFMANN, 1988). Além disso, uma das
especificidades dos ruminantes € o processo de ruminacao, ou seja, regurgitacdo da
ingesta do reticulo-rimen, permitindo a re-mastigacéo dos solidos acompanhado de
re-salivacdo e, em seguida, re-degluticio do bolo alimentar, para posterior
fermentacdo microbiana (RUCKEBUSCH, 1988).

Segundo Furlan, Macari e Faria Filho (2011), o animal ndo possui controle
direto sobre o metabolismo microbiano, porém, é capaz de manter condicbes que
promovam 0O crescimento dos microrganismos ruminais, favorecendo assim, a

fermentacdo. Essas condigcbes incluem: a) manutencdo da temperatura
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relativamente constante, ao redor de 39°C, devido principalmente aos mecanismos
homeostaticos do animal, e em parte pelo calor gerado durante a fermentacao
realizada pelos microorganismos; b) pH em torno de 5,5 a 7,0, devido a absorcéo
continua dos &cidos produzidos pela fermentacdo microbiana e que séo
neutralizados pela producéo de grandes quantidades de saliva (60 a 180 L/dia no
bovino com pH=8,1) que contém elevadas concentra¢des de bicarbonato, fosfato e
potassio. Os protozoarios e bactérias celuloliticas possuem um desenvolvimento
ideal em pH igual ou superior a 6,2, enquanto que bactérias amiloliticas sédo ativas
em condi¢cdes mais 4cidas (pH ao redor de 5,8); c) auséncia de oxigénio, uma vez
que este, entra no ramen através da ingestdo de agua presente nos alimentos, ou
por difusédo através de vasos sanguineos, sendo utilizado pelas bactérias anaerdbias
facultativas e eliminado pela eructacdo, assim as concentracdes de oxigénio no
rimen sdo sempre baixas, sendo fundamental para a digestao fermentativa, a qual
ocorre em ambiente redutivo.

Diante disso, a composicdo da dieta e a frequéncia de alimentacdo dos
animais induz alteracbes no pH ruminal, em relacdo principalmente, ao tipo e a
guantidade de concentrado na racdo, ocasionando desta forma, variagdes na
secrecdo salivar e na fermentagdo ruminal, com o crescimento seletivo de certas
espécies microbianas e consequentemente no tipo e quantidade de produtos da
fermentacdo (MOURINO et al., 2001). Além disso, as caracteristicas dos alimentos
gue compdem a dieta podem causar altera¢des na fisiologia ruminal, uma vez que, o
tipo de alimento pode acometer a estrutura da comunidade microbiana, a taxa de
passagem do alimento, a motilidade e a velocidade de absorcdo dos nutrientes (VAN
CLEEF, 2009). Nesse caso, o maior teor de fibra geralmente esta associado a uma
baixa taxa de degradacao ruminal e aumento no tempo de ruminacéo, diminuindo a
taxa de passagem, a digestibilidade e o consumo de nutrientes (VAN SOEST, 1994).

Sendo assim, é fundamental levar em consideracdo as interacbes que
ocorrem entre o animal e o processo digestivo, visando obter os menores gastos
energéticos possiveis, requeridos para os ajustes fisioldgicos, e consequentemente,
obter um bom desempenho produtivo (FURLAN, MACARI e FARIA FILHO, 2011).
Nesse contexto, a pesquisa em nutricdo animal exerce papel fundamental na area
de producdo animal, j& que utiliza metodologias por meio das quais € possivel obter
informagdes sobre os ingredientes utilizados na alimentagdo animal e avalia como a

composicdo dos alimentos afetara o seu desempenho. Somado a isto, atualmente,
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as pesquisas tém buscado relacionar os teores de nutrientes dos alimentos com seu
aproveitamento digestivo e metabolico (BERCHIELLI, VEGA-GARCIA e OLIVEIRA,
2011). De acordo com 0S mesmos autores, para que 0 SUCESSO ha pesquisa seja
alcancado, € imprescindivel estabelecer metodologias apropriadas para obtencéo de

respostas.

3.2 Digestibilidade de alimentos

Dentre os fatores nutricionais que afetam o desempenho animal, os mais
limitantes sdo: a composi¢cdo quimico-bromatologica dos ingredientes da racéo, o
consumo voluntario, a cinética de degradacdo e a digestibilidade dos nutrientes
(SALMAN et al.,, 2010). Segundo Macedo Junior (2007), a base para varios
sistemas de formulag&o de dietas para ruminantes fundamenta-se no consumo e na
digestibilidade, uma vez que, esses parametros possuem alta correlacdo com a
ingestao de matéria seca e eficiéncia na absorcao e aproveitamento dos nutrientes.

As analises quimicas da composicdo bromatolégica dos alimentos, podem
fornecer informagdes importantes para o melhor entendimento dos fatores que
limitam o desempenho animal. Entretanto, estas medidas ndo podem estimar
diretamente o valor nutritivo dos alimentos (CHERNEY, 2000). De acordo com
Oliveira (2014), para definir a qualidade nutricional da dieta, € imprescindivel obter
as medidas de digestibilidade dos alimentos, por meio da qual, determina-se o
quanto de nutrientes serao efetivamente aproveitados pelo animal.

A digestibilidade aparente de um alimento pode ser considerada como a
porcentagem do ingerido que ndo foi excretada nas fezes, ndo considerando 0s
produtos metabdlicos e residuos endégenos do metabolismo animal (VAN SOEST,
1994). Para obter o valor de digestibilidade verdadeira, desconta-se a perda de
material fecal metabdlica, sendo este, sempre superior a digestibilidade aparente
(BERCHIELLI, VEGA-GRACIA e OLIVEIRA, 2011).

O consumo voluntario dos ruminantes é empregado para indicar o limite
maximo do apetite (THIAGO e GILL, 1990), sendo responsavel por 70% da variacao
no potencial de produgdo animal, e os outros 30% restantes, sédo atribuidos a
digestibilidade e eficiéncia de utilizacdo dos alimentos (MERTENS, 1992). Portanto,
estimativas dos parametros de digestibilidade de um alimento constitui um fator

determinante para a disponibilidade de seus nutrientes aos animais, permitindo
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formular dietas mais eficientes que atendam as exigéncias de mantenca e producéo
dos mesmos (DETMANN et al., 2006).

A estimativa dos coeficientes de digestibilidade de um alimento ou de seus
respectivos componentes quimicos consiste em um parametro estatico do processo
digestivo, entretanto, compreende um processo oneroso e demorado, especialmente
guando realizado pelos métodos convencionais in vivo (DETMANN et al., 2006).

Atualmente, entre os métodos biologicos de fermentacdo utilizados como
alternativa ao método in vivo, a metodologia descrita por Tilley e Terry (1963),
adaptada ao fermentador DAISY" (ANKOM®), é a mais eficiente para predizer a
digestibilidade in vitro dos alimentos destinados a nutricdo de ruminantes (EARING
et al., 2010). E ainda, para pesquisas que envolvem taxa e extenséo da degradacao
dos alimentos, outra possibilidade é a técnica da producédo de gas, a qual estima a
digestibilidade do alimento por correlagdo entre a producdo microbiana de gas e a
matéria organica fermentada (BERCHIELLI, VEIGA-GRACIA e OLIVEIRA, 2011).
Porém estas técnicas exigem o uso de liquido ruminal, como fonte de in6culo
microbiano para a fermentacéo dos alimentos (HUGHES et al., 2011), obtido a partir
de animais fistulados no rimen (CUTRIGNELLI et al., 2005), ou ainda, através de
fistula esofagica (MOULD et al., 2005), levantando uma série de considera¢gfes no
que diz respeito ao bem-estar dos animais, as quais impulsionam a necessidade de
pesquisas utilizando fontes alternativas ao liquido ruminal (MAURICIO et al., 2001,
MOULD et al., 2005).

Varios pesquisadores mostram desvantagens de utiliza¢do do liquido ruminal
como fonte de inéculo microbiano, obtido a partir de animais fistulados no riamen
(THEODOROU et al.,, 1994; MAURICIO et al.,, 2001; CHEN e ZHAO, 2004;
ZICARELLI et al.,, 2011). Somado a isto, diversos estudos tem avaliado a
possibilidade de utilizar o in6culo obtido a partir de fezes em substituicdo ao in6culo
ruminal (OMED et al.,, 1998; MAURICIO et al., 2001; DHANOA et al.,, 2004;
CUTRIGNELLI et al., 2005; e ZICARELLI et al., 2011).

3.3 Técnicade digestibilidade in vitro utilizando fezes
A utlizacdo das fezes como fonte de in6culo microbiano eliminaria a

necessidade de modificar cirurgicamente os animais (HUGHES et al., 2011). Nesse

contexto, varios estudos revisados por Omed et al. (2000), demostraram 0 uso
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promissor de fezes proveniente de animais ruminantes como alternativa de indculo
para técnicas de digestibilidade in vitro. E ainda, diversos pesquisadores verificaram
grande potencial no uso de indculo fecal, avaliando a digestibilidade in vitro de
diferentes tipos de alimentos utilizando fezes coletadas a partir de ovinos
(ZICARELLI et al., 2011), bubalinos (CUTRIGNELLI et al., 2005), equinos (EARING
et al., 2010) e bovinos (MAURICIO et al., 2001).

Zicarelli et al. (2011), estudando as caracteristicas de fermentacao in vitro de
seis racbes com diferentes propor¢coes de forragem/concentrado, avaliando a
substituicdo do liquido ruminal por inéculo fecal, provenientes de ovinos, obteve para
ambos os in6culos (ruminal e fecal) que a degradabilidade da matéria organica, a
producdo cumulativa de gas e a taxa de fermentacdo maxima aumentaram a medida
gue elevou os teores de concentrado na dieta. A degradabilidade da matéria
organica foi maior para o inéculo fecal que para o in6culo ruminal. A producéo de
gas e a taxa de fermentacdo méaxima foram menores no inéculo fecal. Segundo os
autores, a razdo para esta tendéncia pode ser atribuida tanto a natureza diferente de
microorganismos nas fezes em relagcdo ao liquido ruminal e ao “estado de
sobrevivéncia” de bactérias fecais com baixa atividade metabdlica. E ainda, a taxa
de fermentacdo maxima aumentou a medida que o teor de fibra em detergente
neutro (FDN) da dieta diminuiu. Correlagdes significativas foram obtidas entre os
dois in6culos para a producdo cumulativa de gas/degradabilidade da matéria
organica e gas/acidos graxos de cadeia curta (AGCC), enquanto que a correlacao
AGCC/degradabilidade da matéria organica foi significativa apenas para inéculo
fecal.

Cutrignelli et al. (2005), avaliando a utilizacdo de fezes de bufalo como
in6culo alternativo ao liquido ruminal, através da técnica da producao de gas in vitro,
ndo encontraram diferenca quanto ao tempo de colonizacdo para ambos os inéculos
e, ainda, a producdo de gas total foi maior para o inéculo fecal. De acordo com os
autores, o liquido ruminal foi coletado no momento do abate, a partir de animais em
jejum por cerca de doze horas, explicando reduzida atividade dos microrganismos.

Earing et al. (2010), objetivou avaliar se a metodologia in vitro desenvolvida
para o fermentador artificial DAISYII poderia produzir estimativas mais precisas para
a digestibilidade in vivo de equinos para a digestibilidade in vivo de equinos para
matéria seca e para fibra em detergente neutro quando utilizado in6culo fecais

destes. Os autores relataram que as fezes de equinos sao fontes adequadas para
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obtencdo de inoculo microbiano para determinacdo da digestibilidade in vitro de
dietas de equinos. A dieta dos doadores de indculo teve pouca influéncia sobre a
digestibilidade da dieta, e por isso, as alteracdes nas populacées microbianas que
podem ter resultado devido a composicdo da dieta teve efeito minimo sobre a
digestdo in vitro. No entanto, este estudo avaliou somente dietas com alto teor de
volumoso.

Mauricio et al. (2001), comparando as fontes de inéculo microbiano ruminal e
fecal pela técnica de producdo de géas in vitro, obtidos a partir de vacas da raca
Holandesa, concluiram que o material fecal tem potencial como indculo alternativo
ao liquido ruminal para a técnica de producéo de gas in vitro. No entanto, o inéculo
fecal apresentou maior tempo de colonizacao (lag phase), devido a menor atividade
de microorganismos. De acordo com o autor, € necessario mais estudos com o
in6cuo fecal, para aplicabilidade viavel de fezes como in6culo alternativo para a

técnica de producédo de gas in vitro.
3.4  Microbiota presente no riumen e nas fezes

O rumen é um ecossistema unico, complexo e dinamico colonizado por
milhares de milhdes de microorganismos diferentes, os quais formam uma
comunidade complexa de organismos que interagem uns com O0S outros
desempenhando um papel importante na digestdo dos alimentos e no fornecimento
de energia e proteinas ao animal hospedeiro (CHOUDHURY et al. 2012). Colonizam
o interior do ramen trés tipos de microrganismos ativos: bactérias, protozoarios e
fungos, onde as bactérias constituem a maior parte da microbiota presente no
ramen, em média 10'° células/ml, desempenhando um papel particularmente
importante na degradacéo bioldgica de fibra vegetal, por serem quantitativamente
mais representativas e as mais ativas fermentadoras (KOIKE e KOBAIASHI, 2009;
KOZLOSKI, 2011).

As principais espécies de bactérias celuloliticas sdo Ruminococcus
flavefaciens, Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes (DEHORITY, 2003). As
bactérias ruminais variam muito em sua especificidade de substrato, sendo que a
maioria utilizam monémeros que sdo gerados da hidrélise de polimeros do material
vegetal, incluindo amido, pectina, celulose, hemicelulose e lipidos. Sendo que, as

bactérias que hidrolisam polimeros também fermentam acuUcares ou outros
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compostos gerados pela hidrélise, como € o caso das bactérias “especialistas” como
Ruminobacter amylophilus (amilolitica) e Fibrobacter succinogenes (celulolitica), as
quais podem utilizar também seus produtos da degradacdo (STEWART, FLINT e
BRYANT, 1997). Porém, segundo Van Gylswyk et al. (1992), as espécies de
bactérias mais abundantes presentes no rimen sao as "generalistas" como € caso
da Prevotella ruminicola e Butyrivibrio fibrosolvens, que degradam uma ampla
variedade de polimeros, ou como a Selenomonas ruminantium que utilizam uma
grande variedade de produtos finais.

Quando comparou-se isolados oriundos do ramen e de material fecal, a
viabilidade total e o nimero de espécies celuloliticas foi de 10 a 1000 vezes maior
no contetdo ruminal (LATHAM, SHARPE e SUTTON, 1971). Latham et al. (1971) ao
substituir 80% do feno da dieta por milho e cevada, encontraram numero de
bactérias semelhante em dietas a base de volumoso e concentrado (2,95 a
5,13x10%). No entanto, ao substituir o feno por cevada, o nimero de bactérias
celuloliticas reduziu de 10" para 10°, j& na troca para o milho reduziu para 10°.

Callaway et al. (2010), comparando amostras do fluido ruminal e fecal de
bovinos alimentados com racédo de confinamento antes da introducéo de dieta de
alto gréo, encontraram uma ampla diversidade microbiana tanto no liquido ruminal
quanto fecal, onde apresentaram 259 e 347 espécies de 74 e 86 géneros,
respectivamente. No rumen, os autores encontraram a predominancia de alguns
géneros como Prevotella, Succinivibrio, Bacteroidales, Megasphaera, Butyrivibrio e
Ruminobacter, enquanto nas fezes predominaram Clostridium, Bacteroides,
Bacteroidales, Acetivibrio, Prevotella e Ruminococcus. Algumas espécies de
bactérias foram encontradas exclusivamente nas amostras de liquido ruminal, como
Megasphaera, Butyrivibrio, Ruminobacter, Cytophaga, Roseburia, e Selenomonas.
Resultados semelhantes foram encontrados por El-Meadaway et al. (1998) para o
liquido ruminal, o qual apresentou uma populacdo bacteriana mais diversificada e
maior quantidade de bactérias com predomindncia dos géneros Prevotella,
Butyrivibrio e Selenomonas. As fezes, por sua vez, apresentaram uma menor
populacdo bacteriana celulolitica, onde prevaleceu os géneros Lactobacillus e
Streptococcus.

A populacéo de protozoarios no rimen corresponde em 10° a 10° células/ml
de liquido ruminal, sendo estritamente anaerdbicos e com predominancia de

protozoarios ciliados. Estes por sua vez, possuem a capacidade de degradar e
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fermentar uma grande variedade de substratos, ingerindo particulas de alimento e
atacando os principais constituintes das plantas, como celulose, hemicelulose,
pectina, amido, acgucares soluveis e lipidios. Os protozoarios exercem um papel
benéfico para o hospedeiro, através da ingestdo de particulas de alimentos e
armazenam polissacarideos de reserva, 0s quais controlam o nivel de substrato
disponivel, proporcionando desta forma, uma fermentagdo mais uniforme
(YOKOYAMA e JOHNSON, 1993). Os protozoarios ndo sobrevivem a passagem
pelo abomaso, devido ao pH desta regido ser acido (HOBSON, 1971), e desta
forma, as fezes ndo apresentam atividade de protozoarios.

Os fungos presentes no rimen correspondem até 8% da massa total, sendo
que, uma de suas funcgdes € iniciar a degradacdo dos polissacarideos da parede
celular, tornando-a mais acessivel para as bactérias que digerem fibras (DAYYANI,
KARKUDI e ZAKERIAN, 2013). Além disso, a maioria dos fungos fermentam amido
e glicogénio, porém utilizam preferencialmente acuUcares simples (GORDON e
PHILLIPS, 1998). Avaliando a presenca de fungos anaerdbicos na digesta do trato
digestivo e nas fezes de bovinos, Davies et al. (1993) encontraram maior
concentracdo no rumen, com diminuicdo acentuada no abomaso até o intestino
delgado, permanecendo inalterado ou com ligeiro aumento no intestino grosso e nas
fezes. Sendo assim, as fezes apresentam atividade de fungos.

A segregacdo dos microrganismos ruminais em dois grandes grupos
microbianos, ou seja, 0s que utilizam carboidratos estruturais e aqueles que utilizam
carboidratos ndo estruturais, reflete diferencas quanto as fontes de energia e
compostos nitrogenados utilizados, bem como a eficiéncia do crescimento
microbiano, uma vez que, as bactérias que fermentam carboidratos estruturais
necessitam de amodnia para seu crescimento e, em condi¢cbes limitantes de
nitrogénio apresentam menor taxa de crescimento. Enquanto as bactérias que
fermentam carboidratos ndo estruturais apresentam crescimento mais rapido e
utilizam em média 66% de peptideos e aminoacidos e 34% de aménia para 0 seu
crescimento (RUSSELL et al., 1992).

Diante disso, ao comparar ambos os indculos, ruminal e fecal, observa-se
discrepancia acentuada de microrganismos que fermentam carboidratos fibrosos e
semelhanca acentuada nas popula¢cdées que fermentam carboidratos né&o-fibrosos,
como o amido (MOULD et al., 2005). De acordo com Frey et al. (2010), durante o

transito da digesta do rumen até as fezes, ocorrem mudangas significativas na
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comunidade microbiana quando o material passa de um segmento do trato
gastrointestinal para outro. Nesse contexto, torna-se essencial avaliar o perfil
microbiano dos indéculos ruminal e fecal, para fornecer caracteristicas mais

especificas dos inoculos.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Local

O experimento foi conduzido no setor de Bovinocultura de Leite da Fazenda
Experimental de Iguatemi da Universidade Estadual de Maringa (UEM), e nos
Laboratorios de Analises de Alimentos e Nutricdo Animal e Digestibilidade in vitro e
Metabolismo Animal, do Departamento de Zootecnia da UEM, Maringa, Estado do
Parana. O experimento foi aprovado pelas Comissées de Etica em Experimentacéo
animal da UEM e da UFSC.

O experimento foi desenvolvido durante o periodo de mobilidade estudantil,
realizado no ano de 2014 nas dependéncias do Departamento de Zootecnia do
Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Estadual de Maringa.

4.2 Animais doadores e dieta experimental

As duas fontes de inéculo microbiano, liquido ruminal e fezes, foram obtidas
de duas vacas ndo-lactantes (periodo seco) da raca Holandesa pb fistuladas no
ramen, com peso corporal (PC) médio de 654 kg. As vacas foram mantidas em
piquetes com pastagem de grama-estrela (Cynodon dactylon) e suplementadas ao
nivel de 0,5% do PC com concentrado (Tabela 1), duas vezes ao dia, sendo uma
pela manha (08:00 h) e outra pela tarde (16:00 h), composta por 60 % de farelo de
milho, 12% de farelo de soja, 25% de farelo de trigo e 3% de sal mineral Bovipasto®.
Previamente ao inicio das coletas dos inéculos, as vacas passaram por um periodo

de adaptacao a dieta de 15 dias.

Tabela 1 - Composicdo quimico-bromatolégica da grama-estrela (Cynodon dactylon)

e do suplemento fornecido aos animais doadores.

. g/kg MS
Alimento MS glkg EE PB MM FDN  FDA
Grama-estrela 277,8 13,2 227,6 87,2 674,7 319,6
Suplemento 895,7 36,2 218,1 83,5 205,3 78,4

MS: matéria seca; EE: extrato etéreo; PB: proteina bruta; MM: matéria mineral; FDN: fibra em
detergente neutro; FDA: fibra em detergente &cido.
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4.3 Alimentos

Para avaliar a eficiéncia dos indculos foram utilizados nove tipos de alimentos:
feno de Coast-Cross (Cynodon dactylon), feno de aveia preta (Avena strigosa),
pastagem de Brachiaria humidicola cv. Llanero, pastagem de Panicum maximum cv.
Mombaca, Amendoim Forrageiro (Arachis pintoi), Soja Perene (Neonotonia wightii),
farelo de milho (Zea mays), farelo de soja (Glycine max) e farelo de trigo
(Triticum spp.).

As amostragens das forrageiras Llanero e Mombaca foram realizadas no
momento em que estas apresentavam 95% de interceptacdo luminosa, pois
segundo Santos (2012), corresponde ao ponto de maior produtividade e teor

nutricional das pastagens.

4.4 Anédlises laboratoriais

Os alimentos amostrados foram submetidos a analise da composicao
guimico-bromatolégica (Tabela 2), onde as forragens frescas e as leguminosas
foram pré-secas em estufa com circulacdo de ar forcado a 55°C, por 36 horas, ou
até que as amostras apresentassem consisténcia quebradica. Em seguida, todos os
alimentos foram moidos em moinho do tipo faca (MARCONI®) provido de peneira
com crivo de 1mm e acondicionados em recipientes devidamente fechados e
identificados. Os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE) e matéria mineral (MM), foram determinados segundo preconizado por Silva e
Queiroz (2002). Enquanto as andlises de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra

em detergente acido (FDA) foram determinadas segundo Van Soest et al. (1991).



26

Tabela 2 - Composicao quimico-bromatologica dos alimentos avaliados.

MS a/kg MS
Alimento

a/kg MM EE PB FDN FDA
Brachiaria humidicola 2189 55,6 16,2 90,9 7422 4104
Panicum Mombacga 240,5 635 8,8 1129 7459 390,5
Coast cross, feno 926,2 37,2 42 440 8351 4494
Aveia, feno 946,7 81,1 99 84,3 758,99 440,0
Soja, farelo 8819 64,1 20,6 5434 1346 108,6
Milho, farelo 8858 146 43,7 875 171,0 31,9
Trigo, farelo 887,7 40,0 31,8 191,7 360,1 99,7
Amendoim Forrageiro 228,9 107,7 11,6 209,3 463,1 318,3
Soja perene 219,2 84,3 17,9 2399 4488 3284

MS: Matéria Seca, MM: Matéria Mineral, EE: E)gtrato Etéreo, PB: Proteina Bruta, FDN: Fibra em
Detergente Neutro, FDA: Fibra em Detergente Acido.

45 Ensaio

O ensaio consistiu em quatro tratamentos, visando avaliar a eficiéncia de
duas fontes de in6culo microbiano, liquido ruminal (LR) e fezes (FZ) em diferentes
diluicdes, para determinar a DIVMS na Fermentadora Artificial DAISY" (ANKOM®)
dos alimentos supracitados, com o intuito de definir a diluicdo (fezes/tampéo) de
in6culo fecal, mais adequada para ser utilizada como alternativa ao inéculo ruminal
na determinacao da DIVMS dos alimentos.

O in6culo proveniente do liquido ruminal foi preparado conforme as
recomendac¢des da ANKOM, na propor¢cdo 1:5 (400mL de LR:1600mL de solucéo
tampdo). No entanto, os inéculos provindos das FZ foram preparados em trés
diferentes diluicbes, nas proporcbes de fezes para solugdo tampao de:
300g/1000mL, 400g/1000mL e 500¢/1000mL. Totalizando assim, quatro

tratamentos: LR, FZ3zq0, FZ400 € FZ500.
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46 Técnica

A DIVMS dos alimentos foi determinada adotando-se a técnica descrita por
Tilley & Terry (1963) adaptada para o Fermentador Artificial DAISY", desenvolvida
pela empresa ANKOM® Technology Corporation, NY, USA, conforme descrita por
HOLDEN (1999). Inicialmente procedeu-se a pré-lavagem dos sacos filtro F57
produzido pela AMKOM® em acetona por cinco minutos para remover um
surfactante que inibe a digestdo microbiana, sendo posteriormente distribuidos em
um recipiente limpo e entdo, levados a estufa para secagem a 105°C por 16 horas.
Em seguida, os sacos F57 foram acondicionados em um dessecador até atingirem o
equilibrio com a temperatura ambiente. Posteriormente, os sacos F57 foram
pesados individualmente em balanca analitica e registrados seus pesos, sendo a
balanca tarada, para entédo, adicionar as amostras. As amostras foram pesadas em
duplicata contendo 0,25g de amostra em cada saco F57 e selados em alta
temperatura com equipamento apropriado.

A solucdo tampdo ou saliva artificial foi obtida através da mistura das
solugbes A e B em uma relacdo de 5:1. A solugcdo A (g/L) composta por: 10,09
KH,POg4; 0,59 MgS0,4.7H,0; 0,59 NaCl; 0,1g CaCl,.2H,0 e 0,59 uréia, e a solucédo B
(g/200mL): 15,0g Na,COs3; 1,0 g Na,S.9H,0, sendo a quantidade final de ambas as
solucBes ajustada para obter um pH final de 6,8 a 39°C, previamente as coletas.

Ao total foram realizadas trés coletas, nas quais o liquido ruminal foi coletado
no periodo da manha, antes da suplementacdo dos animais, via fistula ruminal, com
o auxilio de bomba a vacuo elétrica adaptada e kitassato pré-aquecido a 39°C e
purgado com CO, antes e apds a coleta. Foram coletados 2000 mL de liquido
ruminal incluindo material soélido coletado manualmente, visando manter uma
relacdo de 50% de material liquido e 50% de material sélido. O material coletado foi
transferido para uma garrafa térimica pré-aquecida a 39°C e ambientada com CO;
durante 30 segundos pré e posteriormente a colocacdo do material para manter a
anaerobiose, sendo fechada hermeticamente.

As fezes foram coletadas logo apés a coleta de liquido ruminal, diretamente
do reto dos animais via apalpacéo retal, retirando aproximadamente 1,5kg de fezes
de cada animal e acondicionadas em garrafa térmica, pré-aquecida a 39°C,

purgando-se CO, antes e ap0s a colocacdo do material nas garrafas, por
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aproximadamente 30 segundos, sendo entdo, fechadas. Ao final das coletas, com as
garrafas térmicas devidamente lacradas, estas foram transportadas ao laboratorio.

Imediatamente apos a coleta, no laboratoério, procedeu-se o preparo individual
dos inoculos, conforme o respectivo animal doador. Sendo assim, as fezes foram
diluidas em solucdo tampédo pré-aquecida a 39°C nas propor¢des de fezes para
solugcdo tamp&o de: 300g/1000mL, 4009/1000mL e 500g/1000mL. Em seguida,
utilizando um liquidificador pré-aquecido e ambientado com CO, antes e apos a
colocacdo do material, por aproximadamente 30 segundos, homogenizou-se as
diluicdes de fezes e o liquido ruminal em alta velocidade por 30 segundos, obtendo-
se assim, os inéculos LR, FZ300, FZ400, FZ500. LOgO ap0s, os indculos foram filtrados
individualmente em 4 camadas de gaze em recipiente pré-aquecido a 39°C,
injetando continuamente CO,, até serem obtidos 400mL de cada inéculo por jarro.

Em cada jarro da Fermentadora Artificial DAISY", foi adicionado 1600mL de
solucdo tampéao, 400mL de in6culo e 25 sacos F57 (24 sacos com as amostras + 1
saco vazio (“prova em branco”). Pré e posteriormente a adicdo destes componentes,
foi inoculado CO; por cerca de 30 segundos, para imediatamente fechar os jarros
com tampa provida de vélvula de escape de gases. As amostras ficaram incubadas
por 48 horas, mantendo-se a temperatura a 39°C.

Para concluir o segundo estagio da técnica, foi adicionado cerca de 30mL de
HCI (6 Normalidade) e 8g de pepsina (1:10.000) diluida em 35mL de agua destilada,
em cada jarro, para simular a hidrolise acido-pepsina que ocorre no abomaso,
incubando-se por mais 24 horas a 39°C. Ao final desse periodo, o fluido dos jarros
foi drenado e os saquinho filtrantes lavados no préprio jarro fermentador com agua
fria destilada, até que a coloracdo da agua se mostrasse limpa. Em seguida, os
sacos F57 contendo os residuos foram colocados na estufa a 105°C por 24 horas
para a secagem definitiva, sendo posteriormente retirados e colocados em
dessecador para atingirem a temperatura ambiente. Logo apés, foram pesados em
balanca analitica com precisdo de 0,0001g para se determinar a matéria seca (MS).
A DIVMS foi calculada pela diferenca da quantidade incubada do residuo que ficou

apos a incubacéo, por meio da seguinte férmula:

DIVMS = MS do alimento — MS do residuo

MS do alimento
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4.7 Andlises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com 4
tratamentos (LR, FZ300,FZ400,FZs500) € 6 repeticbes (2 animais x 3 incubacdes). Os
efeitos dos tratamentos foram estudados por andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, por meio do Sistema de
Andlises Estatisticas (SAS) desenvolvido pelo SAS Institute Inc., Cary, NC, USA
(2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes fontes de indculo proporcionaram diferentes valores (P<0,05) de
DIVMS das gramineas frescas, Brachiaria humidicola e Panicum Mombaca, e das
forragens conservadas, fenos de Coast cross e aveia. Porém, ndo houve efeito
(P>0,05) dos diferentes in6culos nos valores de DIVMS dos farelos e leguminosas e,

também nao houve efeito entre as diferentes diluicdes de fezes.

Tabela 3 - Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS g/kg) dos alimentos
incubados com diferentes fontes de indculo: liquido ruminal (LR) e as diferentes

diluicdes de fezes (FZs00, FZ400 € FZs00).

_ DIVMS (g/Kg de MS) Erro
Alimentos n P
LR FZ300 FZ 400 FZs500 Padrao

Brachiaria humidicola 663,6a 516,5b 5258b 531,9b 23 0,0013 10,71
Panicum Mombaca 658,8a 536,6b 558,6b 5426b 23 0,0009 6,56

Coast cross, feno 434,0a 306,2bc 319,6b 263,7c 21 0,0004 5,69
Aveia, feno 560,4a 393,0bc 422,0b 374,2c 21 0,0001 3,72
Soja, farelo 951,2 914,2 922,14 893,1 24 0,1788 7,56
Milho, farelo 923,2 907,4 9148 913,0 24 0,6327 1,85
Trigo, farelo 821,0 797,5 812,4 798,7 24 0,0985 1,21
Amendoim Forrageiro 669,8 635,0 639,8 651,3 22 0,3923 5,84
Soja perene 670,9 609,5 630,6 6226 21 0,1055 5,20

Médias na linha seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem entre si (P>0,05).

Os coeficientes de DIVMS obtidos para os farelos de soja, milho e trigo foram
semelhantes aos encontrados por Alcalde et al. (2001), onde os autores ao
comparar o liquido ruminal com diferentes diluicbes de fezes bovina utilizando a
técnica descrita por Tilley e Terry (1963), obtiveram, com o in6culo ruminal, valores
de 98,78%, 95,79% e 80,19%, respectivamente. Além disso, 0s mesmos autores
também ndo encontraram diferenca de DIVMS dos farelos de soja, milho e trigo
entre as diferentes fontes de indculos. Silva et al. (2003) também ndo observaram
efeito dos indculos sobre a DIVMS da casca de soja e milho moido.

Em relacdo as leguminosas forrageiras, Duque et al. (2011) obtiveram valor

inferior de DIVMS (55,7%) para o amendoim forrageiro (20 dias de crescimento —
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52,2% FDN). Enquanto Cichoski et al. (2009) obtiveram valor superior de DIVMS
(72,0%) do amendoim forrageiro com 39,12% de FDN. Devido a escassez de
trabalhos com digestiblidade in vitro de forrageiras leguminosas, foram encontrados
na literatura alguns estudos referentes ao feno de soja perene, o qual Ladeira et al.
(2002), obtiveram valores de digestibilidade aparente da matéria seca de 44,3%.

O feno de Coast Cross apresentou valor de DIVMS com inéculo ruminal
inferior aos encontrados por Silva et al. (2003) de 62,26% e por Alcalde et al. (2001),
de 61,01%, utilizando a técnica in vitro proposto por Tilley e Terry (1963). No
entanto, Palhano e Haddad (1992), avaliando a DIVMS para esta graminea
submetida ao corte em diferentes idades de crescimento (20 a 70 dias), obtiveram
valores superiores na primeira semana de corte de 74,5%, apresentando reducéo
com o avanco da maturidade da planta, resultando aos 70 dias de crescimento valor
de 51,2% de DIVMS. Além disso, 0s mesmos autores observaram aumento nos
teores de FDN e FDA da graminea com o avan¢o da maturidade, com valores
maximos aos 70 dias de crescimento, explicando desta forma, a reducdo nos
coeficientes de DIVMS. J4 o Feno de aveia analisado por Souza et al. (2015), com
68,71% de FDN, apresentou DIVMS superior de 61,43%. A variagcdo observada nos
coeficientes de DIVMS pode ser devido a diferentes épocas de colheita do material,
a qual refletira na composi¢cdo quimico-bromatolégica do alimento, uma vez que,
segundo Mizubuti et al. (2007), a qualidade do feno varia conforme as condi¢cdes
ambientais, época de colheita e técnica de processamento do material.

Duque et al. (2011), adotando a técnica descrita por Tilley e Terry (1963)
utilizando liquido ruminal de bovino, registraram valores inferiores para a graminea
Panicum Mombaga (64% FDN), onde obtiveram um coeficiente de DIVMS de 55,8%.
Ja Alencar et al. (2009), encontraram para a mesma graminea amostrada no
outono/inverno (70,15%FDN), valor de 60,49%. Para a Brachiaria humidicola
amostrada nas quatro estagdes do ano, Pereira et al. (1992), obteve valor de 41,4%
de DIVMS.

Cabe evidenciar, que as diferentes diluicdes de indculo fecal resultaram em
coeficientes de digestibilidade semelhantes para as gramineas frescas, porém, para
os fenos a diluicdo FZs resultou em médias inferiores as demais dilui¢des.

A variagdo observada nos coeficientes de DIVMS podem ser devido as
diferencas na composi¢cdo quimico-bromatologica destes alimentos (Tabela 2), onde

observa-se que as gramineas frescas e fenos apresentaram valores superiores de
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fibra (FDN e FDA) e inferiores de PB, quando comparado aos farelos e leguminosas,
0 que possivelmente influenciou na taxa de DIVMS, sobretudo em razdo da
correlacdo negativa observada entre os teores de FDN e a digestibilidade (BRITO et
al., 2003). Somado a isto, normalmente os teores de proteina bruta e fibra em
detergente neutro possuem estreita correlacdo com a digestibilidade de forrageiras
(ARAUJO et al., 1998). De acordo com o NRC (2001), a fracdo FDN em geral,
apresenta baixas taxas de digestdo e, além disso, a composicdo da FDN
(proporcdes de celulose, hemicelulose e lignina), afeta a digestibilidade desta fracéo.

Nesse contexto, percebe-se que o indculo fecal nas diferentes diluicbes
testadas nao foram eficientes para os alimentos volumosos e principalmente para os
conservados, visto que, séo ricos em carboidratos fibrosos e pobres em carboidratos
nao fibrosos e proteina, supondo-se que o meio microbiano presente nas fezes gera
fermentacdo, mas ndo com a mesma intensidade que o liquido ruminal. Segundo
Forbes (1995), o grau de degradacao da forragem, é em grande parte dependente
da atividade microbiana presente no raimen. Somado a isto, nas fezes observa-se o
desenvolvimento de colbnias bacterianas diferentes daquelas encontradas no
rimen, uma vez que, ao comparar com o liquido ruminal, o inéculo fecal apresenta
uma diferenca acentuada de microrganismos que fermentam carboidratos fibrosos e
semelhanca significativa das populacdes que fermentam carboidratos nao-fibrosos,
como o amido (MOULD et al., 2005) e ainda, observa-se uma diversidade maior de
bactérias celuloliticas no liquido ruminal (EL-MEDAWAY et al., 1998), com auséncia
de protozodrios nas fezes (HUNGATE, 1966).

Em estudos de degradabilidade pela técnica de producédo de gas in vitro,
essa questdo se torna ainda mais evidente, onde observa-se um maior tempo de
colonizacdo (lag phase) quando utiliza-se in6culo provindo de fezes (ZICARELLI et
al., 2011), e isso possivelmente se deve ao fato dos microrganismos fecais
originados principalmente do ceco e coOlon apresentarem atividade fermentativa
menor que 0S microrganismos presentes no rimen e por serem mais susceptiveis de
entrar em estado de “animacdo suspensa”’ devido a baixa disponibilidade de
substrato e as maiores concentracdes de oxigénio, necessitando de um periodo
mais longo para crescer e se dividir (MAURICIO et al., 2001). Nao obstante, o uso de
fezes como alternativa ao liqguido ruminal na analise de DIVMS se mostra
promissora, porém requer o uso de equacdes de ajustes para equacionar as

diferencas observadas na DIVMS de forrageiras utilizando estes inéculos.
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Para os alimentos com altos teores de carboidratos potencialmente
digestiveis e proteina, como os farelos e as leguminosas, é possivel substituir
diretamente o inéculo ruminal pelo fecal, pois nédo foi observado efeito nas diferentes
diluicdes de indculo fecal. No entanto, no segundo estagio da metodologia se faz o
uso da pepsina e do HCI, supondo que essa etapa promove 0 mascaramento das
diferengas de digestibilidade total obtidas com os diferentes in6culos, simulando a
digestdo que ocorre no abomaso. De acordo com Santos e Pedroso (2011), a
digestdo da proteina que deixa o ramen (proteina ndo degradavel no riumen e
proteina microbiana) tem inicio com a a¢do da pepsina no abomaso. Sendo assim,
recomenda-se repetir este trabalho com a inclusdo da andlise de digestibilidade in
vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN).

As diferentes diluicbes de fezes nado diferiram para a DIVMS dos alimentos
avaliados. Sendo assim, observa-se que ao aumentar a concentracdo de fezes, o
mesmo nao ocorre com o0s coeficientes de digestibilidade, ou seja, o desempenho
fermentativo dos indculos é indiferente ao aumento da concentracdo de material
organico. Desta forma, a diluicdo de 300 g de fezes por 1000mL de solucdo tampéao
proporciona maior facilidade no preparo da solucdo, ao coletar menor quantidade de
fezes e propiciar maior rapidez no preparo do inéculo, sobretudo durante a filtragem
da solucao fezes/tampéao em 4 camadas de gaze.
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6 CONCLUSAO

O inéculo fecal obtido a partir de fezes de bovinos pode ser utilizado como
alternativa ao ino6culo ruminal em analises de digestibilidade in vitro da matéria seca,
e desta forma, recomenda-se a diluicdo de 300 g de fezes por 1000 mL de solucao
tampdo. Para alimentos com altos teores de carboidratos ndo fibrosos pode-se
realizar a substituicdo direta do indculo ruminal pelo inéculo fecal, enquanto para
alimentos com alto teor de fibra faz-se necesséario desenvolver uma equacgédo de

corregao.
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