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RESUMO

A bovinocultura de corte brasileira possui destaque mundial diante de sua expressiva
produtividade. O cenario atual, discute como a atividade contribui para a elevacdo da emissao
de gases do efeito estufa, como 0 metano. Esta preocupacéo, atinge o mercado consumidor,
que exige uma producdo que minimize os impactos ambientais. Deste modo, 0 experimento
foi conduzido com o objetivo de avaliar os parametros de fermentacdo ruminal de bovinos
mantidos a pasto, utilizando diferentes estratégias suplementares para a mitigacdo do metano.
Foram utilizados cinco (5) bovinos mesticos, com peso médio de 520 Kg, providos de canulas
ruminais permanentes, sendo distribuidos aleatoriamente em delineamento de quadrado latino
(5x5). Os animais foram mantidos em piquetes individuais em pastagem de Urochloa
brizantha, cv. Marandu (Syn Brachiaria), recebendo a suplementacdo diariamente no periodo
matutino, seguindo as quantidades (%PV) indicadas no rotulo do produto (SP1=0,04;
SP2=0,08; SP3=0,13; SP4=0,25; SP5=0,11). No total, 0 experimento foi segmentado em cinco
periodos com 12 dias de duracdo, com a realizacdo da coleta do liquido ruminal no 11° dia,
para avaliacdo do pH, N-NHs e determinagéo da concentracdo dos acidos graxos de cadeia
curta, que serviram para estimar a producdo de metano entérico seguindo a metodologia de
Moss et al. (2000), onde calculou a geracdo de CH4 com base nas proporc¢des de &cido acético,
propidnico, e butirico, utilizando a seguinte equacdo: CH4= 0,45 (C2) — 0,275 (C3) + 0,4 (C4).
Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC 2004),
verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias pelo PROC
UNIVARIATE. Os suplementos experimentais ndo apresentaram resultados significativos
para pH (P = 0,132), N-NH3z (P = 0,927) e para a producéo de metano (P= 0,148). Entretanto,
houve resultados significativos quando consideramos o tempo ap0s a suplementacao para as
variaveis pH (P = 0.004) e N-NHj3 (P = 0.026), indicando interagdo com a microbiota ruminal,
a qual provocou reducdes na producdo de acido acético (P= 0.002). Os suplementos com
maiores teores de NDT, sdo os mais indicados para a estratégia de mitigacdo do metano

entérico.

Palavras-chave: suplementacdo, metano, fermentacao.
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ABSTRACT

The Brazilian beef cattle industry has world prominence due to its expressive
productivity. The current scenario discusses how the activity contributes to the increase in the
emission of greenhouse gases, such as methane. This concern affects the consumer market,
which demands production that minimizes environmental impacts. Thus, the experiment was
carried out with the objective of evaluating the ruminal fermentation parameters of cattle kept
on pasture, using different supplementary strategies for methane mitigation. Five (5) crossbred
cattle, with an average weight of 520 kg, equipped with permanent ruminal cannulas, were
randomly distributed in a Latin square design (5x5). The animals were kept in individual
paddocks in Urochloa brizantha, cv. Marandu (Syn Brachiaria), receiving daily
supplementation in the morning, following the amounts (% BW) indicated on the product label
(SP1=0.04; SP2=0.08; SP3=0.13; SP4=0.25 ; SP5=0.11). In total, the experiment was
segmented into five periods lasting 12 days, with the collection of ruminal fluid on the 11th
day, for evaluation of pH, N-NH3 and determination of the concentration of short-chain fatty
acids, which served as to estimate enteric methane production following the methodology of
Moss et al. (2000), where he calculated the generation of CH4 based on the proportions of
acetic, propionic, and butyric acid, using the following equation: CH4=0.45 (C2) —0.275 (C3)
+ 0.4 (C4). The data obtained were submitted to SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC
2004), checking the normality of the residues and the homogeneity of the variances by PROC
UNIVARIATE. The experimental supplements did not show significant results for pH (P =
0.132), N-NH3 (P = 0.927) and for methane production (P = 0.148). However, there were
significant results when we consider the time after supplementation for the variables pH (P =
0.004) and N-NH3 (P = 0.026), indicating interaction with the ruminal microbiota, which
caused reductions in the production of acetic acid (P=0.002). Supplements with higher NDT
contents are the most suitable for the enteric methane mitigation strategy.

Keywords: supplementation, methane, fermentation.



1. INTRODUCAO

A pecuadria de corte é uma das atividades mais tradicionais e de grande destaque que se
desenvolve no territdrio brasileiro. Somente no ano de 2021, o setor da bovinocultura de corte,
foi responsavel pela movimentacdo de mais de 900 bilhGes de reais, considerando as diversas
negociacdes da cadeia produtiva, como a aquisicdo de insumos, melhoria nas condi¢cbes
sanitarias, nutricionais e genéticas do rebanho, além de exportacdes e vendas no mercado
interno (ABIEC, 2022).

Dados do Beef Report com relagdo ao ano de 2021, apontam que o Brasil foi responsavel
pela criacdo de 196,47 milhdes de cabecas bovinas, colocando o pais na segunda posi¢do no
ranking mundial de producéo de carne. Deste total, cerca de 9 milhdes de toneladas carcaca
equivalente, representaram o volume de carne produzida, da qual 74,49% foi comercializada no
mercado interno e 25,51% foi exportada para paises como China, Estados Unidos, Hong Kong,
Egito e Chile, sendo estes, os maiores importadores da carne brasileira (ABIEC, 2022).

O sucesso em producdo € obtido diante das condi¢bes 6timas apresentadas pelo pais,
com disponibilidade de m&o-de-obra, recursos naturais e clima propicio para o desenvolvimento
de plantas forrageiras adaptadas as diversas regides produtivas. O cenario atual, indica que a
bovinocultura de corte brasileira possui como principal fonte de alimento para os animais, as
pastagens, determinando assim seus sistemas de producdo. Os bovinos, sendo ruminantes,
conseguem converter alimentos fibrosos em proteina de qualidade sob baixos custos de
producdo, garantindo assim que a atividade atinja uma economia de escala e alto potencial de
competitividade internacional.

Apesar da grande atratividade gerada pelos resultados, anualmente o setor € alvo de
duras criticas relacionadas aos impactos provocados ao meio ambiente, com énfase na intensa
liberacdo de gases que potencializam o efeito estufa, como € o caso do metano (CH4), produzido
durante os processos fermentativos ruminais. Dados apresentados pelo Sistema de Estimativas
de EmissGes e Remoc0es de Gases de Efeito Estufa (SEEG) (2022), indicam que a agropecudria
foi responsavel por 24,8% das emissdes de gases do efeito estufa (GEE) totais no Brasil, sendo
0 CH4 o principal deles, chegando a 69,5% das emissoes.

Desta porcentagem, 63,7% teve origem da fermentacdo entérica, originada em maior
proporcao na bovinocultura de corte (86,8%). Os prejuizos relacionados a producdo de metano

n&o se restringem apenas as implicac6es climaticas, mas também na queda no desempenho dos



animais, pois durante o processo de formacao deste gés, h4 consideraveis perdas em energia
bruta, esta que em outro momento seria direcionada para a producéo de proteina animal.
Diante da atual conjuntura, surge a necessidade de adocdo de préaticas viaveis que

promovam a mitigacdo do metano, visando atender:

1. As exigéncias do mercado consumidor, que por sua vez, mostra-se preocupado

com o processo de producdo e os impactos gerados pelo alimento adquirido;

2. As especulagdes da comunidade internacional, em conformidade com os acordos
firmados, como o Compromisso Global do Metano, estabelecido durante a
realizacdo da COP26, onde cerca de 122 paises, incluindo o Brasil, aceitaram a
misséo de reduzir as emissdes de CH4 em 30% com relagdo aos dados de 2020,
até o ano de 2030;

3. A otimizacdo da eficiéncia energética dos animais para melhoria da
produtividade nas fazendas produtoras de gado.

Considerando os aspectos produtivos e as opcdes estudadas como praticas de mitigacao,
0 manejo nutricional torna-se ferramenta importante neste processo, quando possibilita a
melhoria na qualidade do alimento ofertado aos animais e modula¢do dos produtos da
fermentacdo. A dieta dos ruminantes é a varidvel de maior importancia no processo da
metanogénese de tal modo que a manipulacdo desta, surte efeitos significativos na geracéo deste
gas. Patino et al (2010) descrevem sobre a producdo de metano em fungdo do aumento do
consumo de matéria seca, onde dietas mais concentradas a base de gréos resultaram em um
rendimento de 27 g/Kg de MS consumida, contra 34 g/Kg de MS, de dietas a base de forragens
tropicais.

Dentre as préticas estudadas, a suplementacdo de bovinos a pasto é uma estratégia
nutricional que contempla as caracteristicas desejadas para a mitigacdo do gas metano, visto
que alimentos concentrados podem proporcionar melhor ingestao de nutrientes e modificagdes
nos padrdes fermentativos, havendo entdo potencial reducdo na producdo total de CHgs
(emissdes absolutas, g/d) ou na intensidade de CHa4 (g/kg de carne) (Beauchemin et al. 2022).
Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os parametros da fermentacao ruminal
de bovinos mantidos a pasto, e suplementados com diferentes estratégias alimentares para

mitigacao do géas de efeito estufa metano.



2. REVISAO DE LITERATURA

1. Metano (CH4)

O metano, é um importante gas de efeito estufa, gerado através dos processos
fermentativos dos animais ruminantes. Seu impacto é considerado na comunidade cientifica,
diante do seu alto potencial para o aquecimento global. Em pardmetros de comparagdo com o
dioxido de carbono (CO2) (este o principal gas de efeito estufa), o metano apresenta
superioridade de 28 vezes no potencial de aquecimento (Aldhafeeri et al. 2020). Apesar da
grande preocupacdo relacionada a sua capacidade de retencdo de calor, que agrava os efeitos
das mudancgas climaticas, o CH4 possui curto ciclo de vida, apresentando durabilidade de
aproximadamente 12 anos na atmosfera terrestre (UNEP, 2021). Essa caracteristica pode ser
observada como uma oportunidade ao setor da agropecuaria, haja visto que através das praticas
de mitigacdo, podera obter a curto prazo, resultados significativos na manutencdo da
temperatura terrestre (SEEG, 2022).

A metanogénese, ocorre durante os processos digestivos dos animais ruminantes sob
condicdes de anaerobiose, mediada pela acdo de microrganismos metanogénicos, como as
bactérias Archaeas, fungos e protozoarios ciliados (Gois et al. 2019). No ramen, os alimentos
ingeridos sdo colonizados por diversos grupos de microrganismos, e através da liberacdo de
enzimas, promovem a reducdo das particulas, caracterizando entdo um mecanismo
fermentativo. Os principais produtos da fermentacdo sdo os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), em maior predominancia os acidos acético, propidnico e butirico; amonia (N-NHz); e
também CO: e hidrogénio (H2), precursores para a produgdo de metano (citacao?).

O acumulo de ions H+ pode ser prejudicial ao funcionamento e estabilidade do
ambiente ruminal, visto que provoca a acidificacdo do meio, afetando a sobrevivéncia e o
desenvolvimento de grande parte da microbiota existente, que possui melhor performance sob
faixa de pH entre 5,5 e 7,0 (Zotti & Paulino, 2009). Além de estar relacionado com a inativacéao
do sistema enzimatico necessario para a reoxidacdo do NADH, causando ineficiéncia nos
processos de geracdo de energia. Assim, para que o ramen bovino tenha plena atividade, ha

necessidade de dreno do Ha, por meio da metanogénese (Berchielli, 2012).

A formacao do CHaentérico foi esquematizada por Araujo (2011) com a reagéo:
CO2+ 8H — CH: + 2H20

Isso ocorre quando o ecossistema microbiano metanogénico realiza a captura dos ions



H™ livres no rimen, e promove a reducdo do CO> (Pirola, 2022). Kumar et al. (2009) relata
que ha fatores que afetam a producéo de metano nos bovinos, dentre eles: o pH, onde a faixa
para Otima producdo encontra-se entre 7,0 a 7,2, mas podendo haver maior varia¢do, com pH
entre 6,6 a 7,6; a proporcdo de AGCC gerada nos processos fermentativos, aspectos
nutricionais a qual o rebanho esta submetido e as caracteristicas intrinsecas ao animal (sexo,

categoria, idade).

2. Nutricdo a pasto e a producéo de metano

Os numeros expressivos da producdo de carne no Brasil, sdo resultados de um intenso
trabalho que proporciona uma ampliacdo continua do rebanho nacional. Segundo a Embrapa,
aproximadamente 95% do gado é produzido em sistema de pastagens, estes sao responsaveis
pela ocupacdo de uma area de 163 milhdes de hectares, representando uma taxa de ocupacéo de
1,2 cab/ha ou lotacdo de 0,9 UA/ha (ABIEC, 2022). O comportamento de produzir animais em
condicdes de pastagens € uma das alternativas mais competitivas e rentaveis de exploracédo do
fator produtivo terra (Berchielli et al. 2006).

Apesar das vantagens produtivas ja descritas, existe uma grande relacdo entre a

quantidade de CH4 emitido e o crescimento populacional do rebanho (Figura 1).
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Figura 1. Comparacao entre as emissdes de CH, e 0 aumento do rebanho bovino. (SEEG, 2022)

A nutricdo de bovinos a pasto, estabelece uma dindmica de fermentacdo resultando
na producdo de alguns AGCC que podem beneficiar diretamente a rota da metanogénese
através do fornecimento dos substratos necessarios para a producdo do metano. Isso acontece

por conta da maior propor¢do de carboidratos fibrosos que as dietas com alta inclusdo de



volumosos proporciona, favorecendo a agdo de microrganismos fibroliticos/celuloliticos, que
resultam em maior producdo de acetato e butirato (Figura 2), responsaveis diretos pela
liberacédo liquida de H2 e CO2 para o meio ruminal (Carrega et al. 2017). Fatores como o pH
do rumen e a qualidade do capim também estdo associados a contribuicdo do aumento das

concentragdes de acetato e consequentemente, a producéo de metano.
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Figura 2. Relacdo entre as concentracBes dos acidos acético, propibnico, e latico e pH ruminal.
(Berchielli et al. 2006)

O pH ruminal em animais ingerindo exclusivamente volumosos fica entre 6,3 e 7,1
(Ortoloni et al. 2021), deste modo, o desenvolvimento da microbiota celulolitica e
metanogénica é assegurado, pois estas ndo sao resistentes a acidez excessiva. O consumo de
forragem possibilita que o animal realize a ingestdo de altas quantidades de fibra fisicamente
efetiva, esta que € responsavel por estimular a mastigacéo e a producéo de saliva contendo o
bicarbonato, que realizara a neutralizacdo do excesso de &cidos oriundos da fermentagdo
(Souza et al. 2010).

Do ponto de vista qualitativo, os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra
em detergente acido (FDA) nas gramineas sédo fatores determinantes sobre a digestibilidade,
estes estardo condicionados ao tipo da planta, estadio de maturidade e manejo. De modo geral,
0S capins tropicais apresentam maiores teores de fibras quando comparados aos capins de
clima temperado, que possuem maiores teores de carboidratos soltveis. Essa diferenca pode

ser superior quando a pastagem ndo recebe manejo adequado, e 0s animais consomem a



forragem em estagio de crescimento avancado. Assim, a melhora na digestibilidade da
forragem disponivel estd diretamente associada a redugdo da proporcao de acetato ruminal,
além de promover melhoria no desempenho dos animais reduzindo também a intensidade de
CHgemitido (Beauchemin et al. 2022).

3. Suplementacao como estratégia de mitigacéo

Para que uma estratégia de mitigacdo seja considerada vidvel na producdo animal, é
necessario que esta tenha aplicabilidade na propriedade e apresente custo-beneficio adequado
ao sistema produtivo. A suplementacdo de bovinos a pasto é uma pratica nutricional ja
consolidada na pecuaria nacional, caracterizada pelo fornecimento de uma mistura de
ingredientes e aditivos, visando a melhoria no balango nutricional dos animais (MAPA, 2009),
e que também pode ser utilizada estrategicamente como ferramenta para mitigagdo de GEE. A
Tabela 1 retne os tipos de suplementos que sdo utilizados no Brasil e que possuem
regulamentacdo pelos 6rgdos competentes. Das opcdes apresentadas, os suplementos que se
enguadram na importancia de potencial mitigador, sdo os que fornecem energia e proteina, uma

vez que atendem a demanda dos microrganismos e alteram as condi¢Ges do ambiente ruminal.

Tabela 1. Classificagdo dos suplementos alimentares utilizados na alimentacdo de bovinos

Suplemento Caracteristicas
Composto por macro e/ou micro elemento mineral, podendo
Mineral apresentar, no produto final, um valor menor que quarenta e

dois por cento de equivalente proteico.

Composto por macro e/ou micro elemento mineral e, no
Mineral com ureia minimo, quarenta e dois por cento de equivalente proteico.

Composto por macro e/ou micro elemento mineral, com pelo

Mineral proteico menos vinte por cento de proteina bruta (PB) e fornecer, no
minimo, trinta gramas de proteina bruta (PB) por cem quilos
de peso corporal.

Composto por macro e/ou micro elemento mineral, com pelo
Mineral proteico-energético  menos vinte por cento de proteina bruta, fornecer, no minimo,

trinta gramas de proteina bruta e cem gramas de nutrientes

digestiveis totais (NDT) por cem quilos de peso corporal.

Fonte: instrucdo normativa 12/2004, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Segundo Berchielli et al. (2012), a utilizagdo de suplementos concentrados na dieta de
bovinos de corte, pode estar associada com a melhoria na eficiéncia energética do animal, em

decorréncia da redugdo da perda direta em energia bruta provocada pela producdo de metano,



que pode variar de 2% a 12% (Millen et al. 2016). O manejo nutricional incluindo alimentos
concentrados proporciona alteragdes da relagdo acetato:propionato, promovendo decréscimo
da mesma, sendo resultado da modificacdo da fermentacdo ruminal (Carvalho, 2019), onde a
inclusdo de carboidratos sollveis, beneficia a atividade de bactérias amiloliticas, que

aumentam as proporc¢des molares de propionato.

A relagéo entre o aumento das concentragdes de propionato e a queda na producdo de
metano é descrita por Oliveira (2017), que relata a formacdo desse &cido graxo de cadeia curta,
podendo ser observado que para a sua sintese ha reacGes consumidoras de ions H* disponiveis
no ambiente ruminal, assim sendo uma via metabolica concorrente para a metanogénese que
também assimila H> durante sua producdo. Porém, os estudos revelam que alteracoes
significativas na producdo de metano s6 foram adquiridas quando o nivel de concentrado na
dieta esteve acima de 80% (Sun et al. 2022). Nessas condi¢cdes além do aumento das
concentracdes de propionato, ocorreria também a reducdo das bactérias metanogénicas em

decorréncia da queda do pH.

Entretanto, quando Moate et al. (2020) trabalharam com vacas leiteiras em uma dieta
com proporgoes de 45:55 de volumoso para concentrado, pode ser observado diferenca no
rendimento de metano das vacas tratadas com concentrado a base de gréo de trigo (11,10 g de
CH./ Kg MS) quando comparado a produgdo de metano a partir da fermentacdo de animais
alimentados com concentrado a base de milho (19,50 g de CH4/ Kg MS). A diferenca obtida
nesse resultado, pode ter relacdo com as caracteristicas de degradabilidade do alimento, uma

vez que a taxa de degradacéo do trigo é superior ao milho (McDonell et al. 2017).

Além da inclusdo de fontes concentradas, o uso de probi6ticos na suplementacéao
também esta aliado a maior proliferacdo de bactérias produtoras do &cido propiénico. Segundo
Islam & Lee (2019), a manipulacdo do ecossistema do rimen por meio de microrganismos
vivos, resultam em melhorias na fermentagdo ruminal e eficiéncia alimentar, sendo entdo uma
possibilidade para a mitigacdo do gas metano. Uma condicdo apontada como importante em
vias alternativas na sintese desse AGCC (como a via do succinato), encontra-se na atividade
enzimética de bactérias do género Enterococcus, responsaveis pela reducdo do fumarato a

succinato, possibilitando a conversdo deste intermediario em propionato (Kim el al. 2016).

Apesar da baixa disponibilidade de estudos relacionando a utilizagdo de leveduras na
suplementacdo com a mitigacdo de metano, alguns autores mencionam sua capacidade de

estimular grupos de bactérias fibroliticas como as acetogénicas, no ramen, sendo estas



competidoras de H. com as bactérias metanogénicas (Fabian, 2017).

A influéncia da suplementagdo vai além da alteragdo de AGCC’s de importancia no
processo de metanogénese. A pratica concilia a mitigacdo de CHs4 com melhorias na
lucratividade, quando resulta em maior incremento no ganho médio diario, maior producéo de
@/ha, e antecipagdo no acabamento dos animais, assim, atendendo demandas por precocidade
e produtividade (Thiago & Silva, 2006). Deste modo, espera-se reduzir as quantidades de
metano emitidas em relacdo a quantidade de carne produzida e também no no ciclo de

producao do animal.

3. MATERIAL E METODOS

1. Descricdo do local, animais e tratamentos utilizados

O ensaio experimental de campo foi realizado no setor de Nutricdo de Ruminantes da
Faculdade de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no
periodo de transigcdo secas-aguas entre os meses de setembro a novembro de 2021. As demais
analises foram realizadas no Laboratério de Nutricio Animal (LANA), conforme
recomendacdes do Comité de Etica da Universidade Federal da Grande Dourados (protocolo
de aprovacdo: 023/2015 CEUA / UFGD).

Foram utilizados cinco (5) bovinos mesticos, com peso médio de 520 Kg, providos de
canulas ruminais permanentes, sendo distribuidos aleatoriamente em delineamento de
quadrado latino (5x5). Os animais foram mantidos em piquetes individuais de
aproximadamente 0,2 hectares providos de cocho e bebedouro, em pastagem de Urochloa

brizantha, cv. Marandu (Syn Brachiaria).

Para iniciar o fornecimento dos suplementos, os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo de 14 dias, sendo posteriormente, introduzidos os tratamentos
experimentais. No total, o experimento foi segmentado em cinco periodos com duracdo de 12
dias de duragéo, na qual a suplementacdo era realizada diariamente pela manh&, seguindo as

quantidades indicadas no rétulo do produto, conforme descritas na Tabela 2.



Tabela 2. Quantidade recomendada pelo fabricante do fornecimento dos suplementos.

Suplemento! | Quantidade (g/100 Kg de PV) % PV Denominacao (MAPA)
SP1 40 0,04 Mineral
SP2 75 0,08 Mineral Proteico
SP3 125 0,13 Mineral Proteico
SP4 250 0,25 Mineral*
SP5 110 0,11 Mineral *

*O suplemento SP4 e SP5 ndo cumprem os requisitos do MAPA para ser considerado proteico-

energético, pois ndo atende a quantidade minima de PB que deve ser fornecida a cada 100 Kg de peso corporal.

Porém, estes possuem um alto teor de NDT. Comercialmente, sdo classificados como suplementos energéticos.

Os tratamentos avaliados sdo descritos na tabela 3, estes variam de acordo com 0s

niveis de proteina bruta e energia, podendo ser caracterizados como proteico, proteico-

energético, a formulagdo ainda contava com a inclusao de probidticos.

Tabela 3. Caracterizacdo dos suplementos utilizados:

Composicéao Unidade SP1 SP2 SP3 SP4 SP5
Proteina Bruta (Min.) 0/Kg 85,00 210,00 440,00 200,00 120,00
NNP. Equiv. Proteina (Max.) g/Kg 73,60 150,65 379,50 125,00 80,50
NDT estimado g/Kg 55,00 280,00 430,00 640,00 465,00
Bacillus subtilis (Min.) UFC/kg  1,50x10%° 1,50x10%° 1,50x10%°  7,50x10°  1,20x10%°
Bifidobacterium bifidum UFC/kg 5,00x10°  5,00x10° 5,00x10° 2,50x10°  4,00x10°

Min.
(Enter())coccus faecium (Min.)  UFC/kg  5,00x10°  5,00x10°  5,00x10°  2,50x10°  4,00x10°
Lactobacillus acidophilus UFC/kg  5,00x10° 5,00x10°  5,00x10°  2,50x10°  4,00x10°
Min.
(Lacto)bacillus buchneri (Min.) UFC/kg  1,00x10%° 1,00x10%° 1,00x10°  5,00x10°  8,00x10°
Lactobacillus casei (Min.) UFC/kg 5,00x10°  5,00x10° 5,00x10° 2,50x10°  4,00x10°
Lactobacillus lactis (Min.) UFC/kg 5,00x10°  5,00x10°  5,00x10°  2,50x10°  4,00x10°
Saccharomyces cerevisiae UFC/kg  1,00x10°  1,00x10°  1,00x10°  5,00x10®  8,00x10®
(Min.)

2. Disponibilidade e qualidade da forragem

Para estimar a disponibilidade de forragem, foram efetuadas duas coletas na area de

pastagem, através do corte rente ao solo de areas delimitadas aleatoriamente com um

quadrado metélico de 0,5 x 0,5 m, sendo a primeira coleta realizada no inicio do primeiro

periodo experimental e a segunda realizada no ultimo dia do quinto periodo experimental.
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As amostras coletadas foram levadas ao laboratério para secagem em estufa e
obtencdo da matéria seca do conteido, por conseguinte, foram processadas em moinho de
facas, para serem analisados quanto os teores de matéria seca (MS: método 930.15), proteina
bruta (PB: Nx6,25; método 984.13) conforme metodologias da AOAC (1991). Os teores de
fibra em detergente acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN), e fibra em detergente
acido (FDA), conforme descrito por Van Soest e Robertson (1999); adaptado por Mertens
(2002). O teor de NDT da forragem foi calculado baseado no teor de FDN, conforme
equacao proposta por Capelle et al. (2001): %NDT = 83,79 - 0,4171*FDN.

3. Fermentagdo ruminal

Os parametros de fermentacao analisados neste trabalho foram: o pH do liquido ruminal,
a concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs) e a concentracdo de &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC) para a estimativa da producdo do gas metano (CH4). No 11° dia de cada periodo
experimental, foram coletadas amostras de liquido ruminal anteriormente ao fornecimento dos
suplementos e 2, 4, 6, e 8 horas apds a suplementacdo. A coleta foi realizada na interface
liquido/sélido do ambiente ruminal dos animais canulados, e posteriormente, 0 material passou
por processo de filtragem com o auxilio de uma tripla camada de gazes. Imediatamente apds a
obtencdo das amostras filtradas, pode ser mensurado o pH utilizando um pHmetro digital
portatil.

Para determinacédo do nitrogénio amoniacal, foi separada uma aliquota de 40 mL fixada
a 1 ml de HCI 1:1, congelada a -18°C para posterior analise. A determinacgdo dos teores de N-
NH3 foi realizada conforme o método INCT-CA N-007/1, descrito por Detmann et al. (2012).
A concentracdo de amonia no liquido ruminal foi estimada pelo sistema microKjeldahl, sem
digestdo acida e utilizando-se como base para destilacdo o hidroxido de potassio (KOH), ap6s
centrifugacdo prévia da amostra a 3.000 RPM, por 10 minutos.

Para a analise de acidos graxos de cadeia curta foram coletadas aliquotas de 20 mL,
dessas amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos, sendo e coletado 1800uL de
sobrenadante, sendo misturadas com 100 uL de uma solucéo de &cido orto-fosférico a 20%,
todas as amostras foram congeladas para posterior analise de &cidos graxos de cadeia curta. Os
AGCC do liguido ruminal foram determinados por cromatografia gasosa conforme descrito por
Campos et al. (2004).

A determinacdo da concentracdo de AGCC possibilitou a estimativa da producéo de
metano enterico dos bovinos, seguindo a metodologia de Moss et al. (2000), onde a geracédo de
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CHa com base nas proporcdes de acido acético (C2), propidnico (C3) e butirico (C4), utilizando
a seguinte equagéo: CH4 (mmol/L)=0.45 (C2) — 0.275 (C3) + 0.4 (C4).

4. Andlise e estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute, Cary, NC
2004), verificando a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias pelo PROC
UNIVARIATE. Os dados de fermentacdo ruminal foram analisados pelo comando
REPEATED do PROC MIXED para avaliacao de medidas repetidas no tempo, de acordo com
o seguinte modelo: Yijk = u + Ai + Pj + Dk + Ty+ Ty (DK) eijk; onde: Yijyk = variavel
dependente, i = media geral, Ai = efeito de animal (i =1 a 5), Pj = efeito do periodo j =1 a
5), Dk = efeito do tratamento (k =1 to 5), Tk = efeito do tempo (k =1 a 5), Ty (DK) = interacéo
entre dieta e tempo e eijk = erro experimental. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia pelo comando PROC MIXED, utilizando o LSMEANS, aplicando-se o teste de
média de Tukey a 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A disponibilidade de forragem foi fator limitante para a conducéo deste experimento.
Silva et al. (2009) explica que existe limitacdo do consumo quando os valores disponiveis de
MS estdo abaixo de 4,5 t/ha. As médias de disponibilidade total de matéria natural e matéria

seca foram de 7,38 t/ha e 3,03 t/ha, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Dados quantitativos e qualitativos referentes as condigdes da pastagem:

Disp. MN
Fase Disp. MS (t/ha) (t/%a) MS (%) NDT (%) PB (%) FDN (%) FDA (%)
Inicial 1,94 3,56 54,36 53,75 5,65 72,01 40,66
Final 4,13 11,20 36,85 55,30 7,76 68,31 36,49
Média 3,03 7,38 45,60 54,53 6,70 70,16 38,58

Disponibilidade de matéria seca (Disp. MS t/ha); disponibilidade de matéria natural (Disp. MN t/ha); % de matéria
seca(%MS); % de nutrientes digestiveis totais (%NDT); % de proteina bruta (%PB), % de fibra em detergente neutro
(%FDN), % de fibra em detergente acido (%FDA).

No presente estudo, a variagdo nos teores de FDN e FDA foi observada, de modo que

no inicio do experimento (P1), onde o periodo de chuvas ainda estava se reestabelecendo,
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observou-se 0s maiores valores de fibra, ja no ualtimo periodo experimental (P5), as
concentracgdes fibrosas sofreram reducdes, decorrentes do acumulado de chuvas precipitadas
na regido. As médias obtidas para MS, FDN e FDA foram de 45,60, 70,16 e 38,58%
respectivamente, assemelhando aos resultados encontrados por Farias (2019), que avaliou a
composicdo quimica da forragem Urochloa Brizantha, cv. Marandu por diferentes métodos
de amostragem, registrando as médias de 36,19, 80,47 e 45,19% para MS, FDN e FDA.

A variacdo em decorréncia do periodo de amostragem também foi descrita por
Velasquez, et.al (2010) na avaliacdo da concentracdo de parede celular e fracionamento de
carboidratos no periodo de janeiro a marco e abril a junho, onde o capim Marandu apresentou
varia¢do em sua composic¢do fibrosa conforme o decorrer dos meses, na qual, o conteido de
FDN e FDA foi de 58,74% + 1,10 e 33,33% + 0,10 nos meses com maior intensidade de
chuvas (janeiro a margo), e 65,70% + 0,35 e 32,89% + 0,09 nos meses com menor intensidade

de chuvas (abril a junho), respectivamente.

Os elevados teores fibrosos de capins tropicais, sdo caracteristicas de qualidade
forrageira intrinsecas dos sistemas de producéo brasileiro, nutricionalmente, essas condi¢oes
favorecem o fornecimento de substrato para bactérias metanogénicas, assim como discutido
por Archimede et.al (2011). Porém, deve ser considerado o grau de lignificacdo dessas plantas,

uma vez que essa caracteristica interfere diretamente o acesso microbiano ao alimento.

Os parametros de fermentacdo ruminal avaliados, pH e N-NH3, ndo apresentaram
resultados significativos quando consideramos os suplementos experimentais utilizados (P =
0.132 e P = 0.927). A faixa das medias de pH variou entre 6,56 - 6,66, resultado condizente
com a condicdo de pastejo que os animais foram submetidos. Todos 0s animais utilizados por
Ferreira et.al (2015) em seu experimento, apresentaram uma faixa 6tima de pH ruminal de 6,2
- 7,1, o autor explica que estes valores sdo considerados benéficos para o funcionamento do

ramen, promovendo a auséncia de disturbios metabolicos.
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Tabela 5: Parametros de fermentacdo dos suplementos experimentais:

Item Suplementos Experimentais EPM Valor de P
SP1  SP2 SP3 SP4 SP5 SUP Tempo Interacdo
Ph 6.66 6.58 6.60 6.56 6.56 0.021 0.132 0.004 0.248
N-NH3 17,06 17,49 20,84 17,38 1553 0,025 0.927 0.026 0.962
mmol/L)

Acetico 3152 27.08 26.53 26.05 26.05 1.358 0.002 0.097 0.634
Propionico 1359 1261 1224 1261 13.18 0.639 0.927 0.026 0.962
Butirico 6.86 574 6.18 6.39 6.04 0.255 0.544 0.038 0.164
Isobutirico 1.74 169 170 155 156 0.083 0.825 0.001 0.059
Valerato 034 030 035 031 029 0.019 0.457 0.654 0.745
Isovalerato 193 184 171 1.77 175 0.093 0.892 0.005 0.234
Total 56.05 49.12 48.84 5422 4851 2.059 0.477 0.018 0.598
C2:C3 231 2,15 2,16 2,06 198 - - - -

CHs(mmol/L) 13.17 11.05 11.08 13.68 10.60 0.634 0.148 0.222 0.481

Erro padrdo médio (EPM); Suplemento 1 (SP1); Suplemento 2 (SP2); Suplemento 3 (SP3); Suplemento 4 (SP4), Suplemento
5 (SP5); Acetato (C2); Propionato (C3).

Houve resultados significativos para o pH em relagdo ao tempo (P = 0.004). O
comportamento observado na figura 3 mostra que o padrdo de variacdo foi semelhante para
todos os tratamentos, ocorrendo as maiores reducdes a partir de quatro horas apés o
fornecimento. Owens & Goetsch (1993), também observaram este comportamento, assumindo
que o periodo de quatro horas ap6s a alimentagdo proporciona equilibrio na interacdo entre a
liberacdo de &cidos graxos de cadeia curta com a producdo de tampdes no rimen. Tal relacdo
pode ser associada com o resultado significativo para a liberacdo do &cido propibnico na

variavel tempo (P=0,026).
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Figura 3. Gréfico do comportamento da varia¢do do pH ap6s a suplementacao.

A média das concentracBes de N-NH3 do liquido ruminal avaliado, variou de 15,53 a
20,84 mg/dL. Tais valores apresentam superioridade em relacdo a concentracdo minima
requerida para a manuten¢do dos microrganismos, ponderada em 5 mg N-NH3/dL de liquido
ruminal (Costa et.al 2015). Entretanto, Leng (1990) explica que para otimizacéo da producao
de proteina microbiana, a quantidade de N-NHs que precisa estar disponivel no rimen estara
situada na faixa de 10 a 20 mg/dL, neste estudo apenas o suplemento experimental 3
apresentou o descrito potencial de maximizacao de atividade da microbiota ruminal (20,84 mg
de N-NHa/dL).

Resultados significativos também foram obtidos para a concentracdo de nitrogénio
amoniacal em funcdo do tempo ap6s a suplementacédo (P = 0.026). A figura 4, ilustra o gréafico
de comportamento da concentracdo de nitrogénio amoniacal ao longo. O pico de N-NH3
ocorreu apés duas horas do fornecimento do suplemento, momento onde a maior concentracéo
poderia maximizar a atividade microbiana. Niveis proximos aos valores iniciais foram
reestabelecidos apds seis horas da realizacdo da suplementagcdo. Em nenhum momento foram
observados niveis abaixo da concentragdo minima requerida para a mantenca dos

microrganismos ruminais.
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Figura 4. Gréfico de comportamento das concentragdes de N-NH3 apos a suplementacéo.

As condigdes citadas acima, sdo consideradas propicias para o desenvolvimento das
bactérias degradadoras de fibras, consequentemente hé interferéncia na dindmica de produgéo
dos &cidos graxos de cadeia curta, como pode ser observado nos resultados significativos para
o efeito da suplementacdo na producdo de acetato (P= 0.002). A reduc¢do na concentracdo de
acetato, ocorreu a medida que se aumentou os niveis de NDT nos suplementos testados, onde
0 suplemento 1 apresentou a maior producgéo (31.52 mmol/L), este tratamento era composto
pela menor quantidade de NDT (55,00 g/Kg), enquanto os suplementos 4 e 5 continham o0s
maiores teores de NDT (640,00 g/Kg e 465,00 g/Kg, respectivamente) resultando em uma
menor concentracdo de acetato (26,05 mmol/L para ambos os tratamentos). Mamuad et el.,
(2019) trabalhando com suplementos aditivados com Enterococcus faecium observou o
aumento nas concentragdes totais de AGCC’S, tal como, 0 aumento na concentracdo de
acetato, conforme aumentaram os niveis de inclusdo do probidtico. Resultados que
corroboram com 0s encontrados neste estudo, visto que os suplementos SP4 e SP5 continham
as menores inclusdes desta bactéria. Ndo houve diferenca significativa para a producgéo de
acido propionico (P= 0,97) e butirico (P= 0,544). Porém, observamos redugdo da relagéo

acetato:propionato.

Apesar da modificacdo das propor¢Ges de AGCC’s, estatisticamente ndo foram
observados resultados significativos para a produgdo de metano em relacdo aos tratamentos
utilizados (P=0.148).
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Entretanto, a Figura 5 apresenta o comportamento de alteracdo nas emissdes de CH4
apos quatro horas do fornecimento do suplemento, momento onde ocorre maxima atividade
microbiana no rimen. Quando consideramos as médias, observamos que houve diferenca no
comportamento, conforme os animais ingeriram os diferentes suplementos foi apresentado
reducdo ou aumento das emissdes apos 4 horas da suplementacgdo. O tratamento P4 apresentou
0 maior potencial de redugdo na emisséo de metano (3,599 ou 23,21%).

W antes da suplementacdo 04 hora suplementacéo

20,00
15,47

— 14,42
< 15,00 r
2 1,93 10,8611 25 10,3911,68 1,88
E 10,00 }
o
I
< 500

0,00 1 1 1 1 J

SP1 SP2 SP3 SP4 SP5

Reducdo em mmol/L e %, relativa a emissdo antes da suplementagdo: SP1= 2,499 ou 17,28%; SP4= 3,599 ou 23,21% SP5=
1,419 ou 12,47%. Aumento em mmol/L e %, relativo a emissdo antes da suplementagdo: SP2= 0,399 ou 3,59; SP3= 1,299
oul12,41%

Figura 5. Gréfico de comportamento do rendimento de CH, antes e 4 horas apés a suplementacéo.

Os valores médios da producdo de gas (mmol/L) sofreram leves reducdes, onde o
maior rendimento foi atribuido ao tratamento SP4 com 13,68 mmol/L, € 0 menor para 0
tratamento SP5 com 10,60 mmol/L. Valores abaixo dos encontrados por Krishna et al. (2021),
que durante a avaliacdo da producdo de metano de bovinos com a utilizacdo de dietas com
diferentes teores fibrosos, obteve valores de emisséo de metano entre 14,20 e 16,64 mmol/L,
utilizando a metodologia descrita por Moss et al (2000). Em comparagéo, neste experimento,
a pastagem disponivel para os animais também continha altos teores fibrosos, como constatado
pelos valores de FDN e FDA, deste modo a utilizagdo da suplementacéo, pode ter auxiliado

na obtencéo de menores rendimentos de metano.
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5. CONCLUSAO

Os parametros da fermentacéo pH e N-NHs, ndo apresentaram resultados significativos
diante da utilizacdo dos tratamentos experimentais, sofrendo apenas influéncia do tempo de
acdo no rumen apos o fornecimento dos suplementos, podendo indicar intensa atividade dos
microrganismos ruminais somente nos periodos onde as condi¢gdes ambientais eram favoraveis

para fermentacao, mais intensa.

Houve alteracBes significativas nas concentracdes totais de acetato conforme a
utilizacdo dos diferentes suplementos, apontando que as diferentes composicdes alteraram o
padrdo de fermentacdo, reduzindo a producdo apenas deste acido graxo de cadeia curta. Apesar
disso, ndo houveram alteracGes estatisticamente significantes no rendimento de metano,
conforme o esperado. Entretanto, deve-se considerar a necessidade da continuidade dos
estudos a volta do modelo matematico utilizado por Moss (2000), para a predicdo do
rendimento de CHa. Tal como, identificar os melhores niveis de suplementacdo que devem ser
adotados para que a proposta de mitigacéo seja eficiente, associados a qualidade da forragem

ingerida.
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