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RESUMO

PERNA JR., F. Efeito de aditivos alimentares sobre a produgdo de metano ruminal
utilizando a técnica de fermentacdo ruminal ex situ (micro-rimen), digestibilidade
aparente total e excrecdo de nutrientes em bovinos. [Effect of feed additives on ruminal
methane production using the technique of ex situ ruminal fermentation (micro-rumen), total
tract apparent digestibility of nutrients and excretion in cattle]. 2013. 100 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sdo Paulo, Pirassununga, 2013.

Problematica mundial levantada nas Ultimas duas décadas, a geracao de gases de efeito estufa
(GEE) tem parte devida a emissdo de metano por ruminantes. O metano, um potente GEE, é
produto final do processo fermentativo de bovinos e, por constituir perda no potencial
produtivo destes, tem sido objeto de estudo por nutricionistas do mundo todo. Na busca por
estratégias para diminuirem essas perdas, diferentes dietas, aditivos e manejos nutricionais
tém sido empregados. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos aditivos
alimentares, monensina ou tanino, sobre a producdo de metano ruminal em bovinos,
utilizando-se a técnica de fermentagcdo ruminal ex situ (micro-ramen), e sobre os parametros
da fermentacdo ruminal, a digestibilidade aparente total e a excrecdo de nutrientes da dieta.
Seis vacas (873 + 81 kg) canuladas no rimen foram utilizadas e distribuidas a trés dietas, que
diferiram quanto ao aditivo utilizado, seguindo-se delineamento experimental em quadrado
latino 3x3 replicado (n= 18 unidades experimentais): Controle (CON): sem aditivo;
Monensina (MON): adicdo de 300 mg de monensina sodica por animal por dia; Tanino
(TAN): adicdo de 100 g de extrato concentrado de tanino condensado obtido da Acacia-negra
(Acacia mearnsii) por animal por dia. Cada periodo experimental foi constituido de 21 dias,
sendo que, entre o dia 5 e o dia 15, 2 g do marcador 6xido crémico por kg de MS de alimento
consumido foi administrado via canula ruminal, para determinacdo da digestibilidade aparente
total da MS e suas fracbes, bem como da excrecdo dos nutrientes da dieta. O ensaio de
digestibilidade foi constituido por duas fases, sendo os cinco primeiros dias para adaptacdo ao
marcador e o0s cinco Ultimos para coleta de fezes. A excrecdo da MS e dos nutrientes, bem
como a excrecdo de nitrogénio, foi calculada a partir dos dados de coeficiente de
digestibilidade da MS e suas fracdes. Para cada periodo experimental, os Gltimos 6 dias foram
destinados para coleta de dados do consumo de matéria seca (CMS). No dia 21 coletou-se
liguido ruminal, antes, 3, 6, 9 e 12 h ap6s a alimentacdo matinal, para determinacdo da
concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e metano (CH,). As concentracdes de

CH,4 e AGCC foram determinadas por cromatografia gasosa. O pH ruminal foi mensurado por



um dispositivo continuo de mensuracdo, durante 24 horas no 21° dia de cada periodo
experimental. A técnica de fermentacdo ex situ consiste em incubar frascos tipo penicilina
com contetdo ruminal sélido e liquido, em banho termostatico por 30 minutos, com posterior
mensuracdo da producdo de metano por cromatografia gasosa, sendo estimada a perda de
energia relativa (PER). A PER avalia a eficiéncia da fermentacdo dos alimentos, ou seja,
verifica a perda de metano quando comparada aos outros produtos da fermentacéo, tais como,
acido acético, propionico e butirico. Os dados foram analisados pelo programa SAS (Versdo
9.2, 2010) através do procedimento MIXED. No modelo, o efeito de tratamento foi
considerado fixo e os efeitos de periodo, quadrado e animal dentro de quadrado considerados
aleatorios. Nao houve diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos para 0 consumo,
digestibilidade aparente total e excre¢do da MS, PB, EB, FDN, FDA, EE, ENN, MO ou P,
nem na digestibilidade do NDT e na excrecdo de N. Nao houve efeito signifivativo dos
aditivos (P>0,05) sobre a concentracdo de N-NH; pH ruminal, para os acidos acético,
propiénico e butirico, nem para o0 AGCC total. Para a variavel metano houve diferenca
significativa (P<0,05), sendo que o tratamento com monensina foi responsavel por reduzir a
producdo de metano em 10,7%, ja o tanino reduziu em 8,0%, quando comparados ao
tratamento controle. Observou-se que a PER foi diminuida significativamente em 20,3% e
23,8% (P=0,0387) com a administracdo dos aditivos monensina e tanino, quando comparadas
ao tratamento controle. Portanto, a utilizacdo de monensina ou tanino, em dietas com
proporcao de volumoso e concentrado de 50%, demonstra ser uma interessante opcdo em
dietas para bovinos, com vistas a eficiéncia energética dos animais, nao interferindo sobre o
consumo, digestibilidade e excrecdo dos nutrientes com consequente reducao nas emissdes de

metano.

Palavras-chave: Gases de efeito estufa. Digestdo. Monensina. Ruminantes. Tanino.



ABSTRACT

PERNA JR., F. Effect of feed additives on ruminal methane production using the
technique of ex situ ruminal fermentation (micro-rumen), total tract apparent
digestibility of nutrients and excretion in cattle. [Efeito de aditivos alimentares sobre a
producdo de metano ruminal utilizando a técnica de fermentacdo ruminal ex situ (micro-
rumen), digestibilidade aparente total e excrecdo de nutrientes em bovinos]. 2013. 100 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Séo Paulo, Pirassununga, 2013.

Worldwide problem raised in the last two decades, the generation of greenhouse gases (GHG)
is partly due to methane emission by ruminants. Methane, a powerful greenhouse gas, is the
end product of the fermentation process in cattle, and as is considered a potential loss in their
productive potential has been studied by nutritionists worldwide. In the search for strategies
to decrease these losses, different diets, additives and nutritional management have been
employed. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of feed additives
monensin or tannins on ruminal methane production in cattle evaluated by the technique of ex
situ ruminal fermentation (micro-rumen), and on rumen fermentation parameters, as well as,
total tract apparent digestibility and excretion of nutrients. Six ruminally cannulated cows
(873 £ 81 kg) were distributed to three diets that differed on the additive used, in a replicated
3x3 Latin square experimental design (n=18 experimental units): Control (CON): no additive;
Monensin (MON) addition of 300 mg of monensin per animal per day; Tannin (TAN):
addition of 100 g of concentrated extract condensed tannin obtained from black wattle
(Acacia mearnsii) per animal per day. Each experimental period consisted of 21 days, and
between day 5 and day 15, 2 g per kg DM consumed of the marker chromic oxide was
administered via rumen cannula for determination of DM and its fractions apparent
digestibility as well as, excretion of nutrients. Digestibility trial consisted of two phases, the
first five days for adaptation to the marker and the last five for feces sampling. The excretion
of DM and nutrients, as well as, nitrogen excretion was calculated from the data of DM
digestibility and its fractions. In each trial, the last 6 days were used for data collection of dry
matter intake (DMI). On day 21, ruminal fluid was collected before, 3, 6, 9 and 12 h after
morning feeding to determine the concentration of short chain fatty acids (SCFA) and
methane (CH,;). The concentration of SCFA and CH,; were determined by gas
chromatography. Rumen pH was measured by a continuous measurement device for 24 hours
on day 21 of each experimental period. The fermentation technique consists of ex situ

incubation of penicillin flasks with liquid and solid rumen contents in water bath for 30



minutes, with subsequent measurement of methane production by gas chromatography, with
final estimation of relative energy loss (REL). The REL evaluates the efficiency of feed
fermentation , in other words, verifies methane loss when compared to the other fermentation
products such as acetic, propionic and butyric acids. Data were analyzed using the MIXED
procedure of SAS (Version 9.2, 2010). In the model, the effect of treatment was considered
fixed and the effects of period, square, and animal within square were considered random. No
significant differences (P>0.05) between treatments were observed for dry matter intake,
apparent digestibility and excretion of DM, CP, GE, NDF, ADF, EE, NFE, MO or P, nor
TDN digestibility and N excretion. There was no significant effect (P>0.05) of additives on
rumen pH, concentration of total SCFA, acetic, propionic and butyric acids, as well as, NH3-
N. Monensin reduced (P<0.05) methane production by 10.7%, whereas tannin reduced by
8.0%, when compared to control treatment. Relative energy loss was significantly decreased
by 20.3% and 23.8% (P=0.0387) with administration of monensin and tannin when
compared to control. Therefore, the use of monensin or tannin in diets with forage to
concentrate ratio of 50%, shows to be an interesting option in catlle diets aiming to improve
energy efficiency in animals, not interfering on intake, digestibility and nutrient excretion

with consequent reduction in methane emissions.

Keywords: Greenhouse gases. Digestion. Monensin. Tannin. Ruminants.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

Apesar da reconhecida importancia da agropecuaria na producdo de alimentos e
geracdo de renda, atualmente muito se discute sobre o impacto ambiental das atividades
pecudrias e agricolas, principalmente relativo as mudancas climaticas. A pecuéria brasileira,
em especial, vem sendo criticada por emitir quantidades significativas de gases de efeito
estufa (GEE). Tal critica tem sido fundamentada nos baixos indices zootécnicos verificados
em sistemas de exploracdo animal baseados em pastagens degradadas ou que se encontram
abaixo do seu potencial de producédo. A ineficiéncia desse modelo de exploracdo tem gerado
maiores quantidades de GEE por quilo de carne e/ou de leite produzidos (IPCC, 2007).

O crescimento da populacdo mundial e do seu poder aquisitivo tem promovido
aumento acentuado da demanda por alimentos de origem animal. Projeta-se um aumento na
producdo mundial de carne de 229 milhdes de toneladas em 1999-2001 para 465 milhdes de
toneladas em 2050; e na producdo de leite de 580 para 1.043 milhGes de toneladas nesse
mesmo periodo (FAO, 2006). O Brasil ocupa posicdo de destaque na producdo pecuaria,
sendo importante fornecedor de proteina animal para a populacdo mundial.

O acumulo de GEE na atmosfera terrestre levou a previsdes de que as temperaturas da
superficie global aumentardo entre 1 e 6°C durante o século 21. Dentre os varios GEE, a
agropecudria contribui de forma significativa com a emissdo de trés deles: metano (CHy),
dioxido de carbono (CO,) e oxido nitroso (N,O). O CH, compde 16% do total das emissdes
globais de GEE (SCHEEHLE; KRUGER, 2006) e é bastante prejudicial, pois tem um
potencial de aquecimento global 21 vezes maior do que o CO; (IPCC, 2007).

A producdo de metano resulta da fermentacdo anaerébia da matéria organica em
ambientes alagados, campos de arroz cultivados por irrigacdo de inundacdo, fermentacdo
entérica, tratamento anaerébio de residuos animais e queima de biomassa. O metano
produzido em sistemas de producdo de bovinos origina-se, principalmente, da fermentacéo
entérica (85 a 90%), sendo o restante produzido a partir dos dejetos destes animais. Do
metano produzido por fermentacdo entérica no rumen, 95% € excretado por eructacdo e,
daquele produzido no trato digestivo posterior, 89% € excretado através da respiracdo e
apenas 11% pelo reto (MURRAY et al., 1976). O metano derivado da fermentacdo entérica de
ruminantes representa cerca de Y das emissdes antropogénicas desse gas (WUEBBLES;
HAYHOE, 2002). Bovinos produzem de 150 a 420 litros de CH,4 por dia e ovinos de 25 a 55
L/dia (CZERKAWSKI, 1969; HOLTER; YOUNG, 1992; McALLISTER et al., 1996), o que
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corresponde a emissdes anuais de 39,1 a 109,5 kg e de 6,5 a 14,4 kg, respectivamente. A india
e 0 Brasil lideram o ranking mundial de emissdo total de metano entérico, com 14,5 e 10,3 Tg
de CHy/ano, respectivamente. Quando €é considerada apenas a emissdo por bovinos, o Brasil é
apontado como o maior emissor (9,6 Tg de CH4/ano), sequido da india (8,6 Tg de CHi/ano) e
dos Estados Unidos da América (5,1 Tg de CH4/ano) (THORPE, 2009). Segundo resultados
preliminares do Segundo Inventario Nacional de Emissdes de GEE (MCT, 2009), no ano de
2005 a agropecuaria foi responsavel por 22% do total das emiss6es de metano no Brasil.

Além de ser caracterizado como um importante GEE, responsavel por 3,5% do
aquecimento global e representando 15% da producdo de metano das atividades antropicas, o
metano de origem entérica tem relacdo direta com a eficiéncia da fermentacdo ruminal em
virtude da perda de carbono e, consequentemente, perda de energia, influenciando o
desempenho animal (COTTON; PIELKE, 1995). O conhecimento dos mecanismos de sintese
de metano e os fatores que afetam sua producdo sdo importantes. O desafio no sistema
produtivo de ruminantes é desenvolver dietas e estratégias de manejo que minimizem a
producdo relativa de metano (metano/kg de leite, carne ou &), possibilitando maior eficiéncia
produtiva e reducdo da contribuicdo negativa da pecuaria para o aquecimento global.

Desta forma, métodos foram desenvolvidos com o objetivo de quantificar a emisséo de
metano por ruminantes, sob diferentes condicbes (MURRAY et al., 1976; CAMMEL et al.,
1980; McLEAN; TOBY, 1987; MILLER; KOES, 1988; FRANCE et al., 1993; JOHNSON et
al., 1994). Apesar de tais métodos terem sido desenvolvidos sob a perspectiva da nutricéo
animal, ou seja, com o objetivo de se quantificar as perdas energéticas em ruminantes
submetidos a diferentes dietas, esses foram bastante Uteis sob outra Otica. A fim de se
mensurar 0 montante de metano emitido pelos rebanhos mundiais, esses métodos foram
fundamentais para a confeccdo de tabelas de inventarios apresentados pelo Intergovernmental
Panel on Climate Change (IPCC, 1997).

Entretanto, entende-se que cada método desenvolvido possui alguma inadequacgdo ou
inconveniente quando se objetiva a caracterizacdo da fermentacdo ruminal como um todo.
Miller e Koes (1988); Beauchemin e McGinn (2005) e Rodriguez et al. (2007), por exemplo,
descreveram a construcédo e operacdo de sistemas calorimétricos para mensuracdo de metano e
dioxido de carbono em ensaios metabolicos. Apesar de acurada, esta técnica tem como
desvantagens alto custo de instalacdo e manutencdo dos equipamentos, além de restringir 0s
movimentos do animal, que inevitavelmente ficam tolhidos, ndo correspondendo ao seu
estado natural e fisiolégico (JOHNSON; JOHNSON, 1995). Ademais, ha a necessidade de

treinarem-se 0s animais a serem utilizados nos ensaios, tarefa que pode ser bastante laboriosa,
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além de restringir o nimero de unidades experimentais, muitas vezes aquém do necessério,
para realizacdo do estudo.

Outro tipo de metodologia descrita para quantificacdo de emissdo de metano por
ruminantes € a que utiliza gases tracadores, sendo um dos mais utilizados o gas inerte
hexafluoreto de enxofre (JOHNSON et al., 1994). A técnica consiste na inser¢do no ramen de
uma capsula contendo o gas, que possui liberacdo controlada e conhecida do mesmo. E
colocado no animal um cabresto com um dispositivo que coleta o ar erutado por 24 horas e,
apos este periodo, a emissdo do metano é calculada com base na concentragdo do tracador e
do metano amostrados e na emisséo conhecida do hexafluoreto de enxofre (JOHNSON et al.,
1994; PRIMAVESI et al., 2004). Esta metodologia veio sanar o problema da condigdo
antinatural a qual era imposta aos animais mantidos dentro de camaras calorimétricas, pois
permite que 0s animais se movimentem e se alimentem normalmente (PRIMAVESI et al.,
2004). Em contrapartida, tal técnica mensura apenas o metano erutado, ndo sendo possivel
quantificarem-se os AGCC, o que prejudica a compreensdo do processo global da
fermentacao ruminal.

Sendo assim, compreende-se que, ao investigar-se a quantidade de metano produzida
por unidade de tempo, € fundamental que seja investigada também a quantidade de AGCC, os
principais produtos da fermentacdo ruminal. Ndo menos importante é o estudo da relacédo
entre os produtos que serdo utilizados como fonte energética pelo ruminante (AGCC) e os
subprodutos da fermentacdo, que representam perda de energia ingerida (metano). Neste
contexto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito de diferentes aditivos
alimentares sobre a fermentacdo ruminal e producdo de metano entérico pela inovadora
técnica ex situ de fermentacdo ruminal (micro-rdmen), assim como a digestibilidade aparente
total e a excrecdo da matéria seca e dos nutrientes em bovinos, obtendo, desta maneira, uma
compreensdo mais abrangente do processo fermantativo no rimen e de processos digestivos

que podem estar envolvidos na ineficiéncia da producdo animal.
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CAPITULO 2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ambiente ruminal e fermentagdo microbiana

O processo digestivo das espécies ruminantes compreende uma das relagdes
simbidticas entre seres vivos mais bem sucedidas na natureza. Nesta relacdo, o ruminante
prové ambiente 6timo ao crescimento dos microrganismos com pH, umidade e substrato
adequados ao crescimento dos mesmos. Os microrganismos, em contrapartida, produzem os
AGCC e proteina microbiana que serdo aproveitados pelo ruminante como fonte de energia e
proteina, respectivamente (RUSSELL, 2002). O principal 6rgao digestério dos ruminantes, o
rumen, € considerado uma camara de fermentacdo que apresenta condi¢cGes ambientais
adequadas, tais como temperatura entre 38-41°C, pH entre 5,5-7,2, umidade entre 85-90%,
osmolaridade entre 260-340 mOsm e ambiente anaerobio. Alem disso, hé& presenca constante
de substratos para fermentacdo oriundos da alimentacdo, um padrdo de motilidade ruminal
que permite a mistura do conteido e remocao periodica dos subprodutos de fermentacdo nao
utilizados pela microbiota através de absorcdo pelo epitélio ruminal (CARVALHO et al.,
2003).

A maior parte dos nutrientes do alimento, principalmente as fontes energéticas e
proteicas, é transformada em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), em massa microbiana e
em gases, como metano (CHy), diéxido de carbono (CO5) e hidrogénio (H2) (BAKER, 1999).
Os AGCC podem ser considerados um residuo da fermentagdo para 0s microrganismos.
Entretanto, para o ruminante, representam a principal fonte de energia. A energia presente nos
AGCC representa em torno de 75 a 80% da energia originalmente presente nos carboidratos
fermentados e contribuem em 50 a 70% da energia digestivel do alimento (KOZLOSKI,
2002).

Os ruminantes possuem a capacidade para converter alimentos de baixa qualidade em
proteina de alta qualidade (VARGA; KOLVER, 1997). O rumen é considerado um
ecossistema microbiano diverso e Gnico, composto por quatro tipos de microrganismos ativos
no seu interior: bactérias, protozoarios, fungos e arqueias metanogénicas, sendo as bactérias
constituintes de 60 a 90% da biomassa microbiana com cerca de 200 espécies (KOZLOSKI,
2002). As arqueias metanogénicas, responsaveis pela producdo de CH,4, formam um grupo

distinto de microrganismos, possuindo co-fatores (coenzima M, Fa0, Fa30) € lipideos (éteres
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de isopranil glicerol) dnicos (McALLISTER et al, 1996). A parede celular destes
microrganismos €& composta por pseudomureina, proteina, glicoproteina ou
heteropolisacarideos e a sequéncia de nucleotideos indica uma evolugdo inicial distinta das
bactérias (ISHINO et al., 1998). A fermentacdo anaerdbia do alimento, principalmente de tipo
fibroso, é possivel devido ao sinergismo existente entre a populacdo microbiana, permitindo a
degradacéo pela agdo de complexos de enzimas, como a 3-1-4 celulase, agindo sobre a parede
celular das plantas. No entanto, a fermentacdo do alimento e conversdo em carne e leite pode
ser pouco eficiente devido a fatores associados a digestibilidade das forrageiras (VARGA,;
KOLVER, 1997).

Desta forma, o desenvolvimento dos microrganismos responsaveis pela fermentacao
depende de uma série de condi¢cBes ambientais para realizarem suas funcfes a contento. Por
exemplo, as bactérias fibroliticas séo prejudicadas em pH abaixo de 6, situacdo na qual
bactérias produtoras da acido latico comecam a agir (OWENS; GOETSCH, 1993). O
potencial redox no rumen esta usualmente ente 250-450 mV, refletindo auséncia de oxigénio
e 0 excesso de potencial redutor (VAN SOEST, 1994). Em consequéncia dessa caracteristica
do ambiente ruminal, as opcBes metabolicas dos microrganismos tornam-se limitadas, sendo
obrigados a trabalhar com este excesso de equivalentes redutores (NADH), utilizando-os em
uma variedade de reacdes. Para dispor desses compostos, eles reduzem todos 0s compostos
disponiveis, sendo o CO; reduzido a metano, sulfatos e nitratos a sulfetos e amonia, e acidos
graxos insaturados a saturados. Apesar desse excesso de compostos redutores, o crescimento
microbiano permanece limitado pela disponibilidade de ATP (OWENS; GOETSCH, 1993).

A manipulacdo da fermentacdo ruminal pode ser realizada tanto pela variacdo do
substrato oferecido, como revestimento, processamento ou tratamento quimico de proteinas,
lipidios ou carboidratos (CHALUPA, 1975; FERGUSON, 1975; SCOTT; ASHES, 1993,
HUNTINGTON, 1997), como também por acdo de aditivos sobre a microbiota ruminal e suas
atividades. Estes agentes quimicos modulam determinadas vias metabdlicas dos

microrganismos ruminais, agindo como modificadores de fermentacdo (CHALUPA, 1977).
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2.2 Consumo de MS e digestibilidade aparente total

A busca por ingredientes alternativos para a nutricdo de ruminantes leva a constantes
investigacOes da dindmica de fermentagéo e digestdo desses ingredientes nos processos que
estdo envolvidos na nutricdo dos animais de producdo (EZEQUIEL et al., 2006; FAYED et
al., 2009). O consumo de alimentos e seus nutrientes é o fator mais importante na
determinacdo do desempenho animal e pode ser influenciado pelas caracteristicas do animal,
do alimento e das condic¢des de alimentacdo (VAN SOEST, 1994). Segundo o NRC (1996),
existe alta correlacdo entre 0 consumo de matéria seca e a concentracdo energética da dieta,
visto que, dietas com baixa digestibilidade, e portanto com menos energia limitam o consumo
por enchimento do rimen e diminuem a taxa de passagem, enquanto o consumo de dietas
ricas em energia e de alta digestibilidade regulam a ingestdo por atendimento das exigéncias
energéticas do animal e por fatores metabolicos.

O consumo e digestibilidade dos nutrientes e a utilizacdo destes nos diferentes
compartimentos do trato digestivo € a estimativa que mais se aproxima do valor nutritivo
verdadeiro dos alimentos. Segundo Mertens (1993), o consumo de alimentos € funcdo do
animal (peso vivo, nivel de producdo, tamanho), do alimento (FDN efetivo, volume,
capacidade de enchimento, densidade energética, necessidade de mastigacao) e das condigcdes
de alimentacdo (disponibilidade de alimentos, espaco no cocho, tempo de acesso ao alimento,
frequéncia de alimentacdo). Hoover (1986), em trabalho de revisdo, relatou alta correlacéo
entre 0 consumo de matéria seca e o teor de FDN da forragem e de dietas com menos de 65%
de concentrado ou mais de 32% de FDN, sendo o consumo definido pelo efeito de
enchimento. Entretanto, Waldo (1986) ponderou que o ponto de transicdo entre 0s
mecanismos reguladores de consumo ndo € fixo para uma diversidade de situaces.

O coeficiente de digestibilidade de uma dieta é importante por indicar que nutrientes
realmente estdo disponiveis para o animal. A digestibilidade é afetada pela composicdo dos
alimentos e da racdo, preparo dos alimentos, fatores dependentes do animal, nivel nutricional
(McDONALD et al., 1993) e fatores ambientais, limitando o consumo voluntario para

diminuicdo de producéo de calor endégeno.
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2.3 Emissédo de metano: perspectiva ambiental e nutricional

O aumento da concentracdo de gases de efeito estufa (GEE), como o gas carbonico
(CO,), metano (CH,) e 6xido nitroso (N,O), devido a atividades antropogénicas, esta fazendo
com que a temperatura global do planeta se eleve pela maior retencdo do calor proporcionada
pelos mesmos. Esses gases, juntamente com o vapor d’agua, permitem que a radiagdo solar,
principalmente na forma de luz visivel, atinja a superficie do planeta, porém bloqueiam
parcialmente a radiacdo infravermelha que € emitida da superficie para a atmosfera,
provocando um efeito estufa (IPCC, 2006). De acordo com Moss et al. (2000), até 2030 a
temperatura do planeta tera aumentado entre 0,5 °C e 2,5 °C, enquanto que, para o painel das
Nacdes Unidas sobre as Alteragdes Climaticas (UNFCCC), a temperatura poderd aumentar
4,0°C até 2100 (IPCC, 2007) no cenario mais pessimista.

A quantificagéo de perda de energia da dieta via eructacdo em animais ruminantes nao
é relato recente na literatura. Os primeiros estudos datam da década de 50 (FLATT et al.,
1958; KLEIBER, 1958), sempre com o0 objetivo de investigar-se a ineficiéncia de
determinadas dietas e descobrir-se meios para diminui-la. A preocupacdo natural do
nutricionista de ruminantes é obter a melhor eficiéncia alimentar possivel, ou seja, a melhor
relacdo entre ganho de peso e consumo de matéria seca, resultando em alta produtividade.
Nesta busca, a diminuicdo de perda energética por eructacdo de gases, como 0 metano e
dioxido de carbono, é importante, a medida que o animal pode perder de 2 a 12% da energia
bruta contida na dieta apenas eructando esses gases (JOHNSON et al., 1993).

Na pecuaria, os principais GEE emitidos a atmosfera sdo CH4 e N,O. A producdo de
CH, pelos ruminantes € considerada a terceira maior fonte do gas em escala global
(PRIMAVESI et al.,, 2004), sendo a fermentacdo entérica a principal via produtora de
metano nos animais (SIDIROPOULOS; TSILINGIRIDIS, 2009). Estima-se que no mundo as
fermentacdes entéricas dos rebanhos produzam de 160 a 200 milhdes de toneladas de metano
por ano. O total de CH,4 emitido pela pecuéria (fermentacdo ruminal e dejetos) corresponde a
35-40% do total de metano antrépico emitido (STEINFELD et al., 2006).

As emissdes se ddo através da fermentacdo entérica e a partir de dejetos bovinos. A
fermentacdo entérica resulta em grandes emissdes de CH,4 para a atmosfera, assim como as
fezes (NOVAK; FIORELLI, 2010). Ja a urina promove, principalmente, emissdes de N,O
(CARTER, 2007). Além desses gases, a degradacdo dos dejetos no campo pode emitir

dioxido de carbono (CO,), mesmo que em pequenas escalas (JICONG et al., 2006).
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Para se ter uma idéia da relagdo entre aumento da produtividade e queda na emisséo de
GEE, Barioni et al. (2007) mostraram que, se a eficiéncia produtiva em bovinos de corte
continuar aumentando as mesmas taxas dos Ultimos 15 anos, é provavel que em 2025 a
producdo de carne seja 25% maior, com o0s niveis de emissdo de GEE apenas 3% maiores,
com uma reducéo de 18% na relacdo kg CH4/kg de carne produzida.

De acordo com o Protocolo de Quioto, paises desenvolvidos altamente
industrializados terdo que reduzir 5,2% a emissdo de GEE em rela¢do aos niveis estimados
para 1990, acordo assumido por diversos paises em 1997. Segundo o0s projetos de
Mecanismos de Desenvolvimento Limpo (MDL), cada tonelada equivalente de gas carbdnico
que deixar de ser emitida ou for removida da atmosfera por um pais em desenvolvimento,
como o Brasil, podera ser negociada no mercado mundial, por meio da venda de RCE
(Reducéo Certificada de Emissdo). Este documento é validado por entidades creditadas pela
ONU e organizacdes internas de cada pais (CGEE, 2010). Neste contexto, o desenvolvimento
de pesquisas que visam a obtencdo de informag6es sobre o potencial de producdo e emissao
de metano pela pecuaria, de acordo com os principais sistemas de producdo animal, torna-se
interessante para que seja possivel manter e/ou melhorar os indices de produtividade e a

preservacdo ambiental.

2.4 Metanogénese em ruminantes

A eructacdo de metano por bovinos comeca aproximadamente quatro semanas apos 0
nascimento, quando alimentos solidos sdo retidos no sistema reticulo-rimen (ANDERSON et
al., 1987). O ato da eructacdo previne condicdes fatais, como o timpanismo, patologia em que
o animal ndo consegue expulsar 0s gases que se acumulam em seu ramen, em virtude da
fermentacdo dos substratos (VAN KRUININGEN, 1995). A metanogénese é um tipo de
respiracdo anaerobia em que um composto de carbono (como o CO;) funciona como aceptor
de elétrons. Ela ocorre principalmente na auséncia de sulfatos, nitratos, metais oxidados e, em
especial, de oxigénio (o processo ocorre quando estes aceptores de elétrons, “mais favoraveis”
gue o composto de carbono, estdo ausentes).

No ramen, as arqueas metanogénicas, que sao microrganismos anaerobios estritos e
principais responsaveis pela producdo do metano, sdo encontradas intimamente associadas

com protozoarios ciliados (FINLAY et al., 1994). Podem ser encontradas tanto aderidas na
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superficie celular dos protozoarios, como na fase intracelular dos mesmos (USHIDA;
JOUANY, 1996). Considerando que os protozoarios ciliados tém um grande potencial de
producdo de hidrogénio no rimen, essa associa¢do indica uma relagdo simbiotica, em que as
metanogénicas, por utilizarem o hidrogénio produzido pelos ciliados, favorecem a
manutencdo de um ambiente ruminal adequado ao desenvolvimento destes microrganismos
(VAN SOEST, 1994).

As metanogénicas pertencem ao ramo Archaea e sdo, portanto, evolutivamente
distintos dos Eukarya (protozoarios, fungos, ruminantes) e Bacteria. Pesquisas recentes sobre
diferentes arqueas em ruminantes, realizadas através da técnica molecular PCR (Reacdo da
Polimerase em Cadeia) com ampilificacdo e comparacdo da sequéncia do gene 16SrRNA,
sugerem que a maioria delas sdo metanogénicas pertencentes a diferentes espécies do género
Methanobrevibacter (JANSSEN; KIRS, 2008). Destas, a maioria sdo representadas pelas
espécies M. ruminantium e M. gottschalki, que constituem em oito ou mais espécies com base
nas definicdes atuais dentro deste género. Outras metanogénicas ruminais dominantes
pertencem a talvez quatro espécies do género Methanosphaera e pelo menos uma ao género
Methanomicrobium.  As  demais  pertencem  aos  géneros  Methanosarcina,
Methanomicrococcus, Methanobacterium e Methanoculleus. Além disso, existem alguns
grupos de arqueas que habitam o rumen cuja fisiologia sdo desconhecidas. Nestes incluem um
grupo chamado Rumen Cluster C, que pode representar uma grande parte da comunidade
arqueal (JANSSEN; KIRS, 2008). O grupo Rumen Cluster C compreende 16% do total de
argueas ruminais, mas pode chegar a mais de 80%. No entanto, ainda é necessario provar que
elas sdo metanogénicas.

A fonte de energia mais importante para a producdo de metano no rimen € o Hy,
embora o formato e, em menor escala, 0 metanol também sdo produzidos e utilizados por
metanogénicas. Diferentes espécies metanogénicas utilizam H, para reduzir o CO, a metano
através de uma série de caminhos muito semelhantes contendo enzimas e co-fatores que nédo
sdo encontrados em ndo-metanogénicas (THAUER et al., 2008). A figura 1 demonstra alguns
processos ruminais, destacando a producdo e utilizacdo de diferentes gases.

A atividade das metanogénicas em consumir o H, do rimen reduz sua concentracédo
para niveis baixos (cerca de 1 puM de H, dissolvido), permitindo que a fermentacdo do
alimento prossiga mais rapidamente. Isto significa que o animal recebe uma maior quantidade
de AGCC em menor tempo (WOLIN, 1979). Espera-se que altas concentracfes de H, no
rumen retarde a atividade dos microrganismos que fermentam o alimento, diminuindo
potencialmente a conversdo para AGCC (McALLISTER; NEWBOLD, 2008), sendo que o



24

desenvolvimento de microrganismos que produzem e utilizam H, resulta numa fermentagéo
mais rapida (REES et al., 1995; MORVAN et al., 1996).

Desta forma, a producdo de metano nada mais é do que uma forma de remoc¢do dos
fons hidrogénio do ramen, ambiente que, além de ser altamente reduzido, é também
anaerobio. Geralmente, a medida que a digestibilidade da dieta aumenta, a variabilidade na
perda de metano aumenta e esta depende basicamente de dois mecanismos: quantidade de
carboidratos fermentados no rumen e suprimento de H, disponiveis para producéo de metano
(JOHNSON; JOHNSON, 1995).

Figura1- Representacdo esquematica de alguns processos no rimen, com destaque para a fermentacédo
microbiana (setas grossas) do alimento ingerido em &cidos graxos de cadeia curta (AGCC,
principalmente &cidos acético, propidnico e butirico) e de hidrogénio e diéxido de carbono (H; e
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Fonte: Adaptado de Buddle et al. (2011).

_>
Os AGCC sdo absorvidos através da parede do ramen e atuam como uma fonte de

carbono e energia para o ruminante. O H, é utilizado para gerar metano pelas metanogénicas
(4H, + CO, CH, + 2H,0), que é eructado e liberado na atmosfera pelo animal. O residuo
alimentar e os microrganismos do rumen seguem pelo restante do aparelho digestivo
(estbmago verdadeiro ou abomaso e intestinos delgado e grosso) e sdo degradados
posteriormente; a proteina microbiana constitui uma fonte significativa de nitrogénio para o
ruminante. Acredita-se que as acetogénicas, que formam acetato a partir de hidrogénio (4H, +

2CO, Acido acético + H,0), podem tornar-se significativas dissipadoras de hidrogénio na
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auséncia de metanogénicas (seta tracejada). As linhas grossas indicam o trato digestivo de

ruminantes e 0s 6rgdos estdo em negrito.

2.5 Estratégias nutricionais para diminuicdo de perda energética por producdo de
metano

Ruminantes sdo dependentes de produtos da fermentacdo como os AGCC e, de forma
a minimizarem-se as perdas energéticas da dieta por metanogénese, um processo fisiolégico,
diversas estratégias foram estudadas. Russell (2002) arrolou, dentre as principais
caracteristicas de uma fermentacdo ideal, a baixa producdo de metano, visando-se Otima
eficiéncia alimentar, ou seja, alta producgéo (ganho de peso, leite, gestacdo) e consumo baixo
de matéria seca. De fato, Johnson et al. (1993) reportaram associacdo negativa entre emissao
de metano e energia digestivel, quando expressadas em porcentagem da energia bruta
ingerida. Anos mais tarde, Nkrumah et al. (2006) relataram que novilhos com baixa conversao
alimentar (baixa relacdo entre consumo de matéria seca e ganho de peso), e portanto mais
eficientes, produziram menos metano do que novilhos menos eficientes. Isto posto, torna-se
claro o objetivo de varios pesquisadores de possuir maior entendimento e controle sobre o
metabolismo ruminal (SCHELLING, 1984), assim como estudarem-se estratégias para
diminuicdo da producdo de metano.

Técnicas nutricionais, como o uso de ionoforos, glicerol, tanino, saponinas, 0leos
essencias (0leos de canola, dleo de alho, linhaga, girassol e etc.), lipidios, vacinas, anticorpos
policlonais, técnicas de manejo de pastagens, melhoramento genético e sistemas eficientes de
producdo, tém sido utilizadas para manipular a fermentacdo ruminal e reduzir a emissdo do
gas metano entérico (MOHAMMED et al., 2004; BERNDT, 2010). Embora algumas
estratégias alimentares tenham sido propostas para diminuir a emissdo de metano
provenientes de ruminantes, poucas tém mostrado diminuicdo persistente, principalmente in
Vivo.

A manipulacdo da fermentacdo ruminal pode ser realizada tanto pela variacdo do
substrato oferecido, por exemplo, revestimento, processamento ou tratamento quimico de
proteinas, lipidios ou carboidratos (CHALUPA, 1975; FERGUSON, 1975; SCOTT; ASHES,
1993; HUNTINGTON, 1997), como também por acdo de aditivos sobre a microbiota ruminal
e suas atividades. Estes agentes quimicos modulam determinadas vias metabolicas dos

microrganismos ruminais, agindo como modificadores de fermentagdo (CHALUPA, 1977).
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Um dos modificadores de fermentacdo ruminal mais utilizados atualmente por
nutricionistas do mundo inteiro € a monensina sodica. Aprovada em 1976 pelo 6rgédo
americano Food and Drug Administration (FDA) para utilizacdo em dietas para ruminantes, a
monensina € uma substancia classificada como ion6foro. Neste grupo também se encontram
outros aditivos como a salinomicina e a lasalocida. O mecanismo bésico de agdo do ionéforo
é a modificacdo do fluxo de ions através de membranas bioldgicas. Dentre outras acdes, a
monensina € capaz de inibir o crescimento das bactérias produtoras de H, (como a
Selenomonas ruminantium), substrato basico para a producdo de metano (VAN NEVEL,;
DEMEYER, 1977). Reflexos da a¢do da monensina sdo aumento da produgédo de propionato
(VAN MAANAN et al., 1978), reducéo da producdo de metano in vivo e in vitro (BARTLEY
et al., 1979), aumento da digestibilidade da matéria seca e do amido, assim como aumento da
retencdo de nitrogénio (SCHELLING, 1984) e aumento do fluxo de aminoacidos e digestao
dos mesmos no duodeno (HAIMOUD et al., 1995). Todavia, a legislacdo classifica os
ionoforos como antibioticos, o que faz seu uso ser cada vez mais criticado pela sociedade
consumidora. Apoiada no principio da precaugdo, a Unido Europeia baniu em 2006 os
antibioticos como promotores de crescimento animal, estando os ionoforos incluidos na lista. A
alegacdo se baseia na possivel presenca de residuos no leite e na carne, além da maior
probabilidade de aparecimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos usados na medicina
humana (OJEU, 2003). Contudo, ainda inexiste base cientifica justificando que ionoforos
aumentam os riscos de transferéncia cruzada de resisténcia microbiana (CALLAWAY et al.,
2003).

Outra estratégia que possibilita a reducdo da emissao de gases de efeito estufa por
ruminantes € a inclusdo de taninos. Os taninos séo substancias polifendlicas com variados
pesos moleculares, sendo classificados em hidrolisaveis e condensados. A atividade
antimetanogénica dos taninos presentes nas plantas tem sido atribuida, principalmente, ao
grupo de taninos condensados. Taninos hidrolisaveis, embora também afetem a
metanogénese, sdo considerados potencialmente toxicos para os animais (FIELD et al., 1989).
Os taninos formam complexos, principalmente, com proteinas e, em menor grau, com ions
metélicos, aminoacidos e polissacarideos, reduzindo a digestibilidade destes. Entretanto, a
presenca de baixas concentracGes de taninos na dieta pode ser utilizada como potencial
modulador da fermentacdo ruminal (MORAIS et al., 2006). A acdo dos taninos condensados
na metanogénese pode ser atribuida a um efeito indireto, pela reducdo na producdo de H,
como consequéncia da reducdo na digestibilidade da fibra, e por efeito inibitério direto na
populacdo metanogénica (WOODWARD et al., 2001).
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Mezzomo (2010) realizou um experimento com o objetivo de avaliar o efeito da
suplementacdo de 0,4% de taninos condensados sobre alguns pardmetros ruminais de bovinos
de corte alimentados com dieta contendo 87% de concentrado. O autor observou que 0s
valores de nitrogénio uréico na urina e nitrogénio total na urina foram menores com a inclusdo
de taninos condensados. Dessa forma, o desperdicio de nitrogénio foi diminuido, otimizando a
utilizacdo do nitrogénio no ambiente ruminal e colaborando para a reducdo da excrecdo de
nitrogénio no meio ambiente. Entretanto, embora a producdo de metano ndo tenha sido
mensurada nesta pesquisa, alguns pesquisadores tem relatado efeito positivo da
suplementacdo com taninos condensados sobre a emissdo de metano entérico (MAKKAR,
2003).

Tiemann et al. (2008) observaram que a incluséo de leguminosas com elevados teores
de tanino (Callinadra calothyrsus e Fleminga macrophylla) provocou diminui¢cdo na emisséo
de metano por carneiros em até 24%, mas esse efeito foi associado & reducdo na
digestibilidade da matéria orgénica e da fibra. Carneiros recebendo “Gamberin”, um produto
contendo 49% de tanino condensado (extrato solidificado das folhas de Uncaria gambir),
apresentaram significativa reducdo na perda de energia como metano (% da EB) e queda de
75% no namero de protozoarios ciliados (SARVANAN, 2000).

Ao avaliarem outros aditivos, desta vez naturais e ndo medicamentosos, pesquisadores
comegaram a estudar a inclusdo de taninos em dietas para ruminantes, que em funcéo da dose
utilizada, podem promover desde o aumento de proteina metabolizavel da dieta até o controle
de alguns microrganismos patogénicos do trato intestinal (PORDOMINGO et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2008). Realmente, a metanogénese foi reduzida quando do uso de plantas
ricas em taninos, tanto in vitro (LONGO et al., 2007), quanto in vivo em vacas leiteiras
(WOODWARD et al., 2004), em cabras (PUCHALA et al., 2005) e em ovelhas (CARULLA
et al, 2005), apesar de ndo ter ocorrido o mesmo efeito em novilhas taurinas
(BEAUCHEMIN et al., 2007).

2.6 Meétodos para quantificacdo de metano

Uma vez que € possivel a manipulacéo da fermentacdo ruminal, cabe aos nutricionistas
desenvolverem métodos para avaliacdo da mesma. Como principal produto da fermentacéo

ndo utilizado pelo ruminante, 0 metano representa uma variavel importante para avaliagdo da
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eficiéncia da fermentacdo ruminal. Sistemas confidveis de predicdo de producdo de metano
em uma série de diferentes situacbes (por exemplo, raca, estado fisioldgico, tipo de dieta)
podem ser utilizados para a formulacdo de dietas que propiciem perda minima de energia por
metano (MILLS et al., 2001).

Sendo assim, a quantificacdo da producdo de metano € importante ferramenta ao
nutricionista de ruminantes. Métodos para tal estdo sendo estudados desde a década de 50,
sendo as camaras calorimétricas os primeiros sistemas descritos na literatura com esta
finalidade (JOHNSON; JOHNSON, 1995). A utilizacdo deste método foi de fundamental
importancia para coletarem-se os primeiros dados de emissdo de metano por ruminantes,
assim como para determinarem-se perdas por incremento caldrico. Estas informacdes foram
utilizadas para se estabelecerem equagfes que geraram as tabelas de exigéncias de energia
liquida para gestacdo, ganho de peso e lactacdo (NRC, 2001). A principal vantagem do
método calorimétrico é a acuracia; em contrapartida, é dispendioso e requer treinamento do
animal para adequacdo as condicOes de restricdo de movimento (JOHNSON; JOHNSON,
1995). Outros metodos semelhantes as cadmaras calorimétricas foram estudados, como a
headbox ou método do capuz (YOUNG et al., 1975; KELLY et al., 1994), em que apenas a
cabeca do animal fica dentro de uma caixa completamente vedada. Coleta-se entdo todo ar
expirado e eructado pelo animal e a emissdo de metano é quantificada. Mascaras, com
principio semelhante, também foram desenvolvidas (KLEIBER, 1958; LIANG et al., 1989).
As vantagens destes dois métodos em comparacao a camara calorimétrica € principalmente o
custo, porém podem subestimar a producdo de metano (LIANG et al., 1989).

Outro método que pode ser utilizado para quantificacdo da emissdo de metano em
ruminantes vale-se de tracadores ou indicadores. Estes podem ser radioisotopos do metano
(MURRAY et al., 1976) ou gases inertes, como o hexafluoreto de enxofre, cuja utilizacdo foi
descrita pela primeira vez por Johnson et al. (1994). A grande vantagem da utilizacdo dos
métodos tracadores € que dispensam a contencdo do animal, uma vez que sdo utilizados
dispositivos denominados cangas (PRIMAVESI et al., 2004) ao redor do pescoco do animal,
permitindo que o mesmo se alimente e se movimente normalmente. Em contrapartida, esta
técnica mensura apenas o metano eructado, ndo sendo possivel quantificarem-se os AGCC, o
que prejudica a compreensdo do processo global da fermentagdo ruminal.

O método in vitro é rapido e mais pratico em relacdo aos métodos in vivo. Porém,
como toda metodologia in vitro, € impossivel mimetizar em um frasco a complexidade do
rumen. A prépria dieta a qual o animal é submetido pode afetar os resultados (CHERNEY
SICILIANO; PELL, 1993). Adicionalmente, neste tipo de metodologia, € muito dificil
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determinar precisamente quais produtos resultaram da fermentacdo da fracdo soltvel dos
alimentos no rimen dos animais, assim como € problematica a simulacdo da taxa de passagem
(GASTALDI, 2003).

Recentes estudos relatam a utilizagdo de um sistema de laser para a deteccdo de
metano em bovinos (CHAGUNDA et al., 2009), sendo que a técnica vem sendo mais aplicada
em condi¢cOes comerciais de producdo. Este sistema realiza a deteccdo do metano por medida
de absorcéo de infravermelho de alta sensibilidade através do comprimento de ondas (ISEKI;
MIYAJI, 2003), devido o metano ter duas fortes bandas de absor¢éo, ou grupos de linhas de
absorcdo, centrada em 3,3 milimetros e 7,6 mm. O uso de sistemas de laser em bovinos é
relativamente recente e estudos iniciais a respeito demonstraram que sua utilizacao foi viavel
em vacas leiteiras e que os dados produzidos faziam sentido biol6gico em termos de consumo
de racdo, peso vivo e tipo de alimentacdo. No entanto, existem atualmente, poucos estudos
sobre a utilizagdo desta técnica (CHAGUNDA, 2013).

Uma nova técnica, denominada ex-situ, vem sendo desenvolvida pelo grupo de
pesquisa da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, no
Campus Pirassununga, SP. A técnica consiste em incubar em banho termostatico amostras de
conteddo ruminal dentro de frascos tipo penicilina (micro-radmen). Assim, sdo simuladas as
condic¢des ruminais por um periodo de 30 minutos e, apos este periodo, é feito o bloqueio da
fermentacdo por autoclavagem. A vantagem deste método € a possibilidade da mensuragéo
dos produtos finais da fermentacdo ruminal (CH, e AGCC), sendo possivel relacionar as
perdas energéticas de producdo de metano em relacdo a energia total produzida. Outra
vantagem desta técnica é que permite avaliar o perfil fermentativo do ruminante durante o dia,
através de coletas de contetdo ruminal em diferentes tempos de amostragem. Tal técnica foi
descrita por Rodrigues (2012) e utilizada por Martins (2012) e por Perna Jr. (2013).

2.7 Quantificacdo de metano e relacdo com outras variaveis de fermentacdo ruminal

Os métodos usuais de quantificacdo de metano, como a camara calorimétrica e
tracadores sdo bastante Uteis para avaliacdo da producédo total de metano pelo ruminante, em
um determinado intervalo de tempo. Contudo, entende-se que a informacdo gerada pela
quantificacdo da emissdo de metano ndo é suficiente para a compreensdo da eficiéncia do

processo fermentativo. O processo fermentativo ruminal pode ser bloqueado pela simples
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diminuicdo de pH ou temperatura o que, provavelmente, acarretaria em diminuigdo da
producdo de metano em virtude da alteracdo do meio, que se tornaria incompativel com a vida
de determinadas bactérias. No entanto, o meio se tornaria indspito também as bactérias
celuloliticas, por exemplo, e provavelmente haveria queda na producdo de AGCC também.
Sendo assim, compreende-se que o estudo da quantificacdo de metano como ferramenta para
avaliar-se a eficiéncia do processo fermentativo ruminal deve ser realizado de forma relativa
as variaveis de fermentacdo, como a producao de AGCC, face aos possiveis confundimentos
que a analise isolada de metano poderia gerar.

Na busca por uma abordagem mais abrangente sobre a fermentacdo ruminal, alguns
autores reportaram a producdo de metano de maneira relativa a ingestdo de energia bruta
(BEAUCHEMIN; McGINN, 2005, 2006), a ingestdo de matéria seca (PUCHALA et al;
2005) ou a ingestdo de energia digestivel (McGINN et al., 2004). Este tipo de estudo &
indubitavelmente um avanco em relacdo a simples mensuragdo de metano como meio de
avaliacdo da eficiéncia de fermentacdo. Contudo, seria mais natural que a producédo de metano
fosse quantificada relativamente a alguma medida de fermentagdo ruminal, como por
exemplo, a energia liberada nos processos fermentativos sob a forma de AGCC e gases, uma
vez que a geracao destes produtos ocorrem concomitantemente no ramen. Assim, entende-se
que este tipo de medida relativa traria informacdes mais acuradas sobre um determinado
momento da fermentacdo, sem se valer de outras varidveis que possuem variagcdes naturais
(por exemplo, consumo de matéria seca, consumo de matéria digestivel), que poderiam

influenciar os resultados e até gerar interpretacfes erroneas.
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CAPITULO 3 - EFEITO DE ADITIVOS ALIMENTARES SOBRE A PRODUCAQO
DE METANO RUMINAL EM BOVINOS

RESUMO

O metano, um potente GEE, é produto final do processo fermentativo de bovinos e, por
constituir perda no potencial produtivo destes, tem sido objeto de estudo por nutricionistas do
mundo todo. Assim, 0 objetivo do presente experimento foi de avaliar o efeito de diferentes
aditivos alimentares sobre a producgdo de metano ruminal em bovinos, utilizando-se a técnica
de fermentagdo ruminal ex situ (micro-rimen). Seis vacas (873 + 81 kg) canuladas no rimen
foram utilizadas e distribuidas a trés dietas, que diferiram quanto ao aditivo, seguindo-se
delineamento experimental em quadrado latino 3x3 replicado (n= 18 unidades experimentais):
Controle (CON): sem aditivo; Monensina (MON): adicdo de 300 mg de monensina sddica por
animal por dia; Tanino (TAN): adi¢éo de 100 g de extrato concentrado de tanino condensado
obtido da Acacia-negra (Acacia mearnsii) por animal por dia. Cada periodo experimental foi
constituido de 21 dias, onde 15 dias foram utilizados para adaptacéo a dieta e os ultimos 6
dias para coleta de dados do consumo de matéria seca (CMS). No 21° dia experimental, foi
mensurado o pH, com auxilio de uma probe de mensuracdo continua e realizadas coletas do
conteddo ruminal antes, 3, 6, 9 e 12 horas apos a alimentagcdo matinal, para a quantificacdo da
producdo de AGCC, CH, e N-NHs. A tecnica de fermentacdo ex situ consiste em incubar
frascos tipo penicilina com conteddo ruminal sélido e liquido, em banho termostéatico por 30
minutos, com posterior mensuracdo da producdo de metano por cromatografia gasosa, sendo
estimada a perda de energia relativa (PER). A PER avalia a eficiéncia da fermentacdo dos
alimentos, ou seja, verifica a perda de metano quando comparada aos outros produtos da
fermentacao, tais como, acido acético, propionico e butirico. Os dados foram analisados pelo
programa SAS (Versdo 9.2, 2010) através do procedimento MIXED. No modelo, o efeito de
tratamento foi considerado fixo e os efeitos de periodo, quadrado e animal dentro de quadrado
considerados aleatorios. Ndo houve efeito signifivativo dos aditivos (P>0,05) sobre a
concentracdo de N-NH3, pH ruminal, para os acidos acético, propiénico e butirico, nem para o
AGCC total. Para a variavel metano houve diferenca significativa (P<0,05), sendo que o
tratamento com monensina foi responsavel por reduzir a producdo de metano em 10,7%, ja o
tanino reduziu em 8,0%, quando comparado ao tratamento controle. Observou-se que a PER
foi diminuida significativamente em 20,3% e 23,8% (P=0,0387) com a administracdo dos
aditivos monensina e tanino, quando comparadas ao tratamento controle. Portanto, a
utilizacdo de monensina ou tanino, em dietas com proporcao de volumoso e concentrado de
50%, demonstra ser uma interessante opcdo em dietas para bovinos, com vistas a eficiéncia
energética dos animais, com consequente reducdo nas emissdes de metano.

Palavras-chave: Fermentacdo ruminal. Gases efeito estufa. Monensina. Ruminantes. Tanino.
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EFFECT OF FEED ADDITIVES ON RUMINAL METHANE PRODUCTION IN
CATTLE

ABSTRACT

Methane, a powerful greenhouse gas, is the end product of fermentation process of cattle,
and as it is considered a significant loss in their productive potential, has been studied by
nutritionists worldwide. Therefore, the objective of this experiment was to evaluate the effect
of different feed additives on ruminal methane production in cattle, using the technique of ex
situ ruminal fermentation (micro-rumen). Six ruminally cannulated cows (873 + 81 kg) were
distributed to three diets, which differed in the additive used, in a replicated 3x3 Latin square
experimental design (n=18 experimental units): Control (CON): no additive; Monensin
(MON): addition of 300 mg of monensin per animal per day; Tannin (TAN): addition of 100
g of concentrated extract condensed tannin obtained from black wattle (Acacia mearnsii) per
animal per day. Each experimental period consisted of 21 days, where 15 days were used for
diet adaptation and the last 6 days for dry matter intake (DMI) data collection. On
experimental day 21, rumen pH was analyzed by a continuous measurement probe. Rumen
contents samples taken before, 3, 6, 9 and 12 hours after the morning feeding, to quantify
SCFA, CH,4 and NH3-N production. The fermentation technique consists of ex situ incubation
of penicillin flasks with liquid and solid rumen contents in water bath for 30 minutes, with
subsequent measurement of methane production by gas chromatography, with final estimation
of relative energy loss (REL). The REL evaluates the efficiency of feed fermentation, in other
words, verifies methane loss when compared to the other fermentation products such as
acetic, propionic and butyric acids. Data were analyzed using SAS (version 9.2, 2010) by
MIXED procedure. In the model, treatment effect was considered fixed and the effects of
period, square, and animal within square were considered random. There was no significant
effect (P>0.05) of additives on rumen pH, as well as, the concentration of NHs3-N, acetic,
propionic and butyric acids and total SCFA. For variable methane significant difference
(P<0.05) was observed, where monensin treatment was responsible for methane production
reduction by 10.7%, whereas tannin inclusion reduced by 8.0%, when compared to the
control treatment. Relative energy loss (REL) was significantly decreased (P=0.0387) by
20.3% and 23.8% with tannin and monensin administration when compared to control
treatment. Therefore, the use of monensin or tannin in diets with forage to concentrate ratio of
50 % showsto be an interesting option in cattle diets aiming to improve energy efficiency of
animals, with consequent reduction in methane emissions.

Keywords: Greenhouse gas. Monensin. Ruminants. Ruminal fermentation. Tannins.



42

3.1 Introdugéo

Estabelecer um sistema de producdo de ruminantes de maneira rentavel e sustentavel,
atrelado a estimativas de crescimento da populacdo mundial e por demanda de alimentos, que
garanta o bem-estar animal e que seus produtos, incluindo os residuos, ndo representem risco
a salde ou ao meio ambiente é o grande desafio atual.

Uma estratégia para manter os niveis de producdo sem reduzir os rendimentos é a
utilizacdo de aditivos na dieta, com permissdo legal de seu uso, e cuja eficiéncia seja
representativa na resposta animal (CAJA et al., 2003). Para tanto, tais aditivos geralmente
atuam na modulagéo da fermentagéo ruminal.

A manipulagdo da fermentagdo ruminal é tema de muitos estudos realizados por
nutricionistas de todo o mundo. Calsamiglia et al. (2007) consideram algumas rotas como
objetivos da modulacdo da fermentacdo microbiana ruminal de alguns aditivos: aumentar a
degradacédo da fibra e do amido; estimular a producdo de propionato; inibir a producéo de
metano; controlar a concentracao de lactato e o pH ruminal. Tal técnica pode ser realizada
tanto pela variacdo do substrato oferecido, como revestimento, processamento ou tratamento
quimico de proteinas, lipidios ou carboidratos (CHALUPA, 1975; FERGUSON, 1975;
SCOTT; ASHES, 1993; HUNTINGTON, 1997), como também, por acéo de aditivos sobre a
microbiota ruminal e suas atividades. Estes agentes quimicos modulam determinadas vias
metabolicas dos microrganismos ruminais, agindo como modificadores de fermentacdo
(CHALUPA, 1977).

Na busca por estratégias para aumento da eficiéncia alimentar de ruminantes, aditivos
como a monensina foram muito estudados. Desde sua aprovacao pelo 6rgdo Norte-Americano
Food and Drug Administration em 1976, este antibiotico ion6foro capaz de inibir o
crescimento de bactérias ruminais produtoras de H, (VAN NEVEL; DEMEYER, 1977,
BERGEN; BATES, 1984) vem sendo utilizado largamente, tanto na dieta de novilhos
confinados, quanto para vacas de alta producdo leiteira, devido ao aumento de eficiéncia
alimentar associado ao seu uso (GOODRICH et al., 1984; DUFFIELD et al., 2008). Porém,
com as cada vez mais rigorosas normas de seguranca alimentar impostas por agéncias
regulatorias de varios paises, alternativas ao uso de antibioticos melhoradores de fermentacao
ruminal (como monensina, salinomicina, tilosina) vém sendo estudadas. Um exemplo de
potenciais modificadores da fermentacdo ruminal sdo alguns compostos presentes em plantas

tropicais, como os taninos. Realmente, a metanogénese foi reduzida quando do uso de plantas
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ricas em taninos, tanto in vitro (LONGO et al., 2007), quanto in vivo em vacas leiteiras
(WOODWARD et al., 2004), em cabras (PUCHALA et al., 2005) e em ovelhas (CARULLA
et al, 2005), apesar de ndo ter ocorrido o mesmo efeito em novilhas taurinas
(BEAUCHEMIN et al., 2007).

Os taninos sdo substancias polifendlicas com variados pesos moleculares, sendo
classificados em hidrolisaveis e condensados. A atividade antimetanogénica dos taninos
presentes nas plantas tem sido atribuida, principalmente, ao grupo de taninos condensados.
Taninos hidrolisdveis, embora também afetem a metanogénese, sdo considerados
potencialmente toxicos para os animais (FIELD et al., 1989). Os taninos formam complexos,
principalmente, com proteinas e, em menor grau, com ions metélicos, aminoacidos e
polissacarideos, reduzindo a digestibilidade destes. Entretanto, a presenca de baixas
concentracbes de taninos na dieta pode ser utilizada como potencial modulador da
fermentagdo ruminal (MORAIS et al., 2006). A agdo dos taninos condensados na
metanogénese pode ser atribuida a um efeito indireto, pela reducéo na producéo de H,, como
consequéncia da reducdo na digestibilidade da fibra, e por efeito inibitorio direto na
populacdo metanogénica (WOODWARD et al., 2001).

Como hipotese cientifica deste trabalho foi proposto que a perda energética relativa
(PER) é menor em animais alimentados com dietas contendo algum aditivo, neste caso a
monensina ou tanino, visto que podem modular a fermentacdo ruminal. O presente estudo
teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes aditivos na dieta de bovinos sobre a
fermentacao ruminal. Para tal, foi proposta uma variavel, a PER, que relacionasse 0s produtos
da fermentacdo (AGCC e metano) a partir de uma nova técnica (metodologia ex situ de estudo

de fermentacdo ruminal).

3.2 Material e Métodos

Animais e instalacdes

O experimento foi realizado no Departamento de Nutricdo e Producdo Animal (VNP),
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo
(USP), campus de Pirassununga, nas instalacdes do Estabulo Experimental e Laboratério de

Nutricdo Animal e Bromatologia. Para avaliagdo do consumo de matéria seca, concentracéo
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ruminal do nitrogénio amoniacal, mensuracdo de pH ruminal, producdo ruminal de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e da producdo de metano, foram utilizadas seis
vacas ndo gestantes e ndo lactantes, com peso vivo médio de 873 + 81 kg e portadoras
de canula ruminal com 10 cm de diametro e 7,5 cm de espessura. Os animais foram
mantidos em instalagdo coberta, provida de baias individuais com cochos de cimento e
bebedouros automaticos comuns a cada dois animais (Figura 2). Também possuiam

camas de areia, que proporcionam maior conforto e bem-estar aos animais.

Figura 2 - Fotos ilustrativas das baias das instalacfes do Estabulo Experimental da FMVZ/USP

Fonte: Arquivo pessoal

Tratamentos e delineamento experimental

Seis vacas foram distribuidas a uma das trés dietas experimentais, isoenergéticas (1,55
Mcal de EL/kg de MS) e isoproteicas (12,0% de PB), formuladas com o programa Spartan
Dairy Ration Evaluator/Balancer, versao 3.0.3., diferindo de acordo com o aditivo alimentar
utilizado, sendo:

1) Controle: Dieta sem adicdo de aditivos;

2) Monensina: Dieta com adicdo de 300 mg/animal/dia de monensina sodica, 0 que
corresponde a 3 g/animal/dia do produto comercial Rumensin - Elanco®;

3) Tanino: Dieta com adi¢do de 100 g/animal/dia de extrato concentrado de tanino
condensado obtido da casca da Acacia Negra (Acacia mearnsii) comercializado
pela empresa Veronese®.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 3x3 replicado, ou seja,

dois quadrados latinos contemporaneos, sendo que a unidade experimental foi o animal dentro

de cada periodo. Logo, o experimento contou com 18 unidades experimentais referentes a 3
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animais, 3 periodos e 2 quadrados (Quadro 1). A tabela da analise de variancia encontra-se
abaixo (Tabela 1).

Quadro 1- Esquema do delineamento de quadrado latino 3x3 replicado

Quadrado 1 Quadrado 2
Animal 715 698 020 631 627 631
Periodo | Controle Tanino Monensina Controle Tanino Monensina
Periodo |1 Tanino Monensina | Controle Monensina | Controle Tanino
Periodo Il | Monensina | Controle Tanino Tanino Monensina | Controle

Tabela 1 - Esquema da andlise de variancia para delineamento em quadrado latino
replicado

Causas de variagao Graus de Liberdade
Tratamentos

Periodo

Animal dentro de quadrado
Quadrado

Residuo A

Total de unidades experimentais 17

oL A~ADNDN

Manejo nutricional e periodo experimental

Os alimentos foram oferecidos ad libitum, duas vezes ao dia, as 08:00 e 16:00 h, na
forma de racdo completa com porporcdo volumoso:concentrado de 50:50. Como as dietas de
baixa quantidade de fibra estdo associadas a baixas emissdes de metano (JOHNSON;
JOHNSON, 1995), foi utilizada uma dieta com 50% de volumosos com a pretrensdo de que a
producdo de metano entérico ndo fosse reduzida e pudesse mascarar o efeito dos aditivos
utilizados.

A fonte de volumoso utilizada foi a silagem de milho e o concentrado consistiu-se de
milho grdo moido, farelo de soja, sal comum, fosfato bicalcico, calcario e suplemento
mineral. Na manhd seguinte ao oferecimento eram retiradas e pesadas as sobras. Ofertou-se a
dieta para garantir sobras de 5 a 10% do ofertado. As proporc¢des dos diversos ingredientes
das dietas experimentais e a composicdo bromatoldgica das mesmas estdo descritas na tabela
2. Os aditivos, monensina sddica e tanino condensado, foram adicionados diretamente no
cocho. Como fonte de tanino condensado foi utilizado o extrato da casca da Acacia-negra

(Acacia mearnsii), um p6 amorfo com 68% de pureza sendo o restante composto por outros
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fendis e cinzas, o0 que garantiu uma dieta com o aditivo tanino condensado de 4g/kg de MS
ingerida (0,4% da dieta).

Tabela 2 - ProporgGes de ingredientes e composicdo bromatoldgica estimada da dieta
experimental, expressa em porcentagem da matéria seca (% MS)

Ingredientes (% MYS)
Silagem de milho 50,00
Milho grdo moido 34,70
Farelo de soja 12,20
Sal comum 0,50
Fosfato bicélcico 0,10
Calcario 0,50
Suplemento mineral* 2,00
Composic¢éo bromatologica

Matéria seca? (%) 53,10
PB? (% MS) 11,60
PDR?® (% PB) 65,10
PNDRS3 (% PB) 34,90
FDN' (% MS) 27,10
FDNe? (% MS) 22,60
FDA’ (% MS) 14,40
CNE2 (% MS) 46,10
AMIDO? (% MS) 39,30
MM2 (% MS) 7,60
Ca2 (% MS) 0,85
P2 (% MS) 0,51
EE? (%MS) 3,50
NDT? (% MS) 67,30
EL? (Mcal/dia) 1,55

! Suplemento mineral e vitaminico, quantidade por Kg de produto: 200 g de célcio, 60 g de
fésforo, 20 g de enxofre, 20 g de magnésio, 70 g de sddio, 15 mg de cobalto, 700 mg de cobre,
700 mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mg de manganés, 19 mg de selénio, 2.500 mg de zinco,
200.000 Ul de vitamina A, 50.000 Ul de vitamina D3, 1.500 Ul de vitamina E. 2Analises
bromatoldgicas, determinadas no Laboratério de Nutricio Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutri¢do e Produgdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Pirassununga; ‘Estimado segundo o programa Spartan
Dairy Ration Evaluator/Balancer, verséo 3.0.3.

Cada um dos trés periodos foi composto por 21 dias, sendo 20 dias de adaptacdo as

respectivas dietas e o 21° dia destinado a coleta de conteddo ruminal para estudo dos
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parametros fermentativos (pH, N-NH;, AGCC, CH4 e PER). Os animais foram pesados no
primeiro e ultimo dia de cada periodo experimental. O consumo de matéria seca (CMS) foi
avaliado nos seis ultimos dias experimentais. O esquema das coletas estd representado na
figura 3. A utilizacdo de monensina por longos periodos, com efeito sobre a inibicdo da
producdo de metano in vivo, ndo tem sido consistente (RUMPLER et al., 1986; JOHNSON;
JOHNSON, 1995; SAUER et al., 1998). Apds 30 dias de uso, 0s niveis de metano retornaram
aos valores pré-suplemetacdo com iondforo, provavelmente devido a uma habilidade da
microflora ruminal adaptar-se aos iondforos (NEWBOLD et al., 1993; JOHNSON;
JOHNSON, 1995). Para tanto, no presente experimento, 0s animais receberam monensina por
um periodo de 21 dias, garantindo que ndo houve-se adaptacdo da microflora ruminal ao
ion6foro e possivel perda de seu potencial inibidor da producéo de metano.

Figura 3 - Esquema dos dias de coleta para cada variavel avaliada dentro de cada periodo experimental

DIAS EXPERIMENTAIS

CMS

Coleta de Dados

1

Mensuragdes de Parametros Ruminais (pH, N-NH3;, AGCC, CH, e PER)

Fonte: Arquivo pessoal

Consumo de matéria seca

O CMS foi avaliado nos ultimos seis dias experimentais de cada periodo, pela
diferenca entre a quantidade de alimento ofertada e as sobras, multiplicada pela porcentagem
de matéria seca (MS) da dieta. Nos mesmos dias, junto com o CMS, foram realizadas
amostragens dos alimentos utilizados nas dietas, para analises dos valores de MS, matéria
mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e fosforo (P), segundo AOAC (1995),
e fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina, segundo Van
Soest (1994).
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Mensuragao continua de pH ruminal

O pH ruminal foi obtido pelo método de mensuragdo continua através de um data
logger. Este equipamento registra o pH, a temperatura e o potencial oxi-redox no rimen de
bovinos canulados por diversos dias. O sistema foi desenvolvido utilizando um data logger
(modelo T7-1 LRCpH, Dascor, Escondido, CA), uma bateria alcalina de 9 Volts e um cabo
para conexdo ao computador. Este material é abrigado em uma céapsula de PVC resistente a
agua (Figura 4). O eletrodo de pH (modelo S655CDHT, Dascor, Escondido, CA) é coberto
por uma protecdo de 38-mm de didmetro com quatro furos de 25-mm, que foram
desenvolvidos para permitir a passagem de particulas e liquido, enquanto protege o eletrédo
de entrar em contato com o epitélio ruminal. Dois pesos, cada um com 900 g, foram
acoplados ao fundo do eletrddo para manter a “probe” no saco ventral do rumen (Figura 5). A
conexao da “probe” ao computador permite a programagdo da mesma para diferentes
intervalos de mensuracdo, bem como o descarregamento dos dados mensurados diretamente
em uma planilha no formato xIs (Excel Microsoft Office, 2010).

A partir desse sistema de monitoracéo, o pH ruminal foi mensurado por 24 h durante o
21° dia de cada periodo experimental, em intervalos de 10 min. Através desta mensuracéo
foram calculadas as variaveis: pH médio, pH minimo, pH méaximo, tempo em que o pH
permaneceu abaixo de 5,8; 6,0 e 6,2 (em minutos) e area de pH abaixo de 5,8; 6,0 e 6,2,
segundo a equacdo apresentada por Moya et al. (2011). Antes ¢ apds a colocagdo das “probes”
nos animais, as mesmas foram calibradas em solucdes de pH 7,0 e 4,0. A calibracdo dos
dados permitiu o calculo de uma equacdo de regressdo antes e ap0s o teste para ajuste dos

dados mensurados.



Figura 4 - llustragdo da montagem das probes de mensuracéo continua de pH ruminal

-

ke

Legenda: (a) pegas constituintes da probe: (al) cano de PVC com data logger; (b1)
pesos acoplados para manter a probe na mesma posi¢do no rimen; (c1) tampa do
data logger; (d1) sensor de pH; (el) sistema eletrnico para armazenamento dos
dados; (f1) cabo para conexdo ao computador; (gl) bateria 9 Volts e a probe
pronta para ser colocada no rimen (b).

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 5 - llustragdo da colocagdo das probes de mensuragdo continua de pH ruminal nos animais (a e b)

Fonte: Arquivo pessoal

Metodologia (ex situ) de determinagdo da producdo de AGCC, Metano e Perda
de Energia Relativa (PER)

Preparo dos Frascos

Todos os frascos do tipo penicilina (100 mL) utilizados nos experimentos foram
lavados manualmente com &gua, em seguida enxaguados com &gua destilada e secos em

estufa a 65°C. Apds a secagem, os frascos foram identificados e pesados em balanca analitica.

Coleta e preparo das amostras

No 21° dia de oferecimento das dietas, a coleta de conteddo ruminal foi realizada
antes, 3, 6, 9 e 12 horas apds o arragoamento matutino. A amostragem de conteudo ruminal
consistiu de 300 ml de conteddo sélido ruminal, que foi coletado manualmente através da
canula, e 300 ml de liquido ruminal, coletadas com auxilio de uma sonda acoplada a bomba
de vacuo. Conteudo liquido e sélido foram retirados de trés pontos diferentes (porcéo frontal,
mediana e caudal), para melhor representacdao do ramen. Os conteudos, liquido adicionado ao
solido, foram homogeneizados em um liquidificador por aproximadamente 20 segundos.
Apos cada coleta, foram inseridos 50 mL de conteudo ruminal em frascos de vidros tipo
penicilina, previamente preparados.

O contetdo ruminal homogeneizado foi colocado nos frascos de penicilina, com

auxilio de uma seringa previamente cortada e preparada para avolumar 50 mL de contedo
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ruminal. Pressionou-se o contetdo coletado (50 mL), através de um funil para dentro do
frasco de penicilina de 100 mL, com o auxilio de um bast&o fino de vidro. Apds a alocacéo do
conteldo dentro do frasco, os mesmos foram lacrado com rolhas de borracha e lacre de
aluminio, com a ajuda de um alicate de recrave e identificado com selos de seguranca. Em
seguida, foi realizada a substituicdo do ar atmosférico por dioxido de carbono (CO,) (Figura
6). O processo de “lavagem” com CO, teve por finalidade a expulsdo de todo ar atmosférico
contido dentro do frasco, a fim de se evitar prejuizo a populagcdo microbiana anaerobia.

Figura 6 — llustracdo do preparo dos frascos

Legenda: Administracdo do conteldo ruminal
nos frascos (a), frasco arrolhado sendo lacrado
com lacre de aluminio com auxilio do alicate de
recrave (b), substituicdo do ar atmosférico por
dioxido de carbono (CO,) (c) e frasco vedado e
identificado (d).

Fonte: Arquivo pessoal

Foram utilizados 4 frascos por coleta, sendo dois denominados brancos e dois
incubados. Os frascos incubados, apos a “lavagem” com CO,, foram levados ao banho
termostéatico, onde permaneceram a 39°C, por 30 minutos. Depois foram levados a panela de

pressdo com agua fervente a aproximadamente 97°C (Figura 7). Em seguida, a panela foi
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fechada e, quando iniciada a pressdo, cronometrou-se 15 minutos, a fim de bloquear a

atividade microbiana na amostra por esterilizacdo sob presséo e temperatura.

Figura 7 — Frascos em panela com agua fervente

o i‘_br i
Fonte: Arquivo pessoal

Decorrido os 15 minutos sob pressdo, esperava-se o resfriamento dos frascos, a fim de
se evitar a despressurizacdo dos mesmos. Em seguida, esses foram levados ao Laborat6rio de
Cromatografia, para a mensuracdo da pressdao e volume dos frascos, apds atingirem
temperatura de 25°C, e subsequente quantificacdo das concentra¢des de metano.

Os frascos brancos, apds a substituicdo do ar atmosférico por CO,, foram levados a
panela de pressdo, para bloquear a atividade microbiana do mesmo modo que os frascos

incubados a 39°C por 30 minutos.

Quantificacdo do gas metano

Para a realizacdo da quantificacdo da concentracdo de metano o Laboratorio de
Cromatografia foi climatizado em temperatura de 25°C e esperou-se que os frascos atingissem
essa temperatura. A leitura do volume do gas produzido pela amostra proveniente da
fermentacdo ruminal incubada em frascos de penicilina (micro-rimen) foi mensurada
utilizando um transdutor (Datalogger universal - modelo logger AG5000) conectado a um
leitor digital e a uma valvula de trés saidas. Para a mensuracdo, a agulha acoplada foi
introduzida a valvula através da tampa de borracha. Logo em seguida, o volume foi
mensurado, arrastando os gases acumulados na parte superior do frasco de penicilina com o
uso da seringa conectada na terceira saida do transdutor até chegar a uma leitura de pressao

Zero.
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Apo6s, 0,5 ml de amostra gasosa contida no frasco de penicilina foi injetada no
cromatégrafo a gas por meio de seringa especial para uso de amostras gasosas com
capacidade para 1000 pl (Seringa do tipo Gas-Tight). A quantificacdo foi realizada pela
técnica de cromatografia gasosa, segundo Kaminski et al. (2003). O cromatdgrafo a gas
utilizado foi equipado com coluna de ago inoxidavel de 3,5m de comprimento e 1/8 de
polegadas de diametro empacotada com a fase estacionaria Porapak N® (Supelco®) e detetor
de ionizacgdo de chama (FID), mantido a 280 °C. O forno do cromatografo a gas foi mantido a
40°C durante as analises e a temperatura do injetor foi de 200 °C. A calibracdo do
cromatdgrafo a gas era realizada com material de referéncia padrdo, que consiste na mistura
gasosa composta por 4% metano e 96% de ar atmosférico, partindo de uma mistura gasosa,
com 50% de metano em ar sintético (Linde Gés®), com base na propor¢do mol/mol. O gés de
arraste foi o N, de alta pureza, mantido em fluxo de 30 mL/minuto. O nimero de repeticGes
por amostra foi aquele necessario para que a diferenca entre leituras fosse inferior a 5%.

A concentracdo de metano da amostra foi calculada comparando a area do pico
formado pela intensidade dessa corrente (area da amostra) com a area do pico formado pela

solugéo contendo o &cido padrdo (area do padréo).

Quantificacdo dos AGCC

O volume do liquido do conteudo ruminal dentro dos frascos (micro-rumen) foi
calculado pela diferenca de pesos entre o peso do frasco contendo a amostra apds a estufa
(65°C por 15 dias e 105°C por 1 dia) e o peso do frasco contendo a amostra antes da estufa.

Para a quantificacdo da concentracdo de AGCC, foi retirada uma aliquota da fracéo
liquida do contetdo ruminal adicionado ao frasco de penicilina ap6s a mensuracao do metano.
Esta fracdo liquida foi colocada em tubos de ensaio e centrifugada por 15min, em rotacdo de
5000 rpm. Terminada a centrifugacdo, foi retirado 1,0 mL do sobrenadante e acondicionado
em tubo de ensaio de vidro contendo 0,2 mL de &acido formico PA. Estes foram armazenados
em refrigerador a 4°C e posteriormente realizada a quantificacio dos AGCC acético,
propiénico e butirico. A quantificacdo foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa,
segundo Erwin et al. (1961), com utilizacdo de um cromatégrafo a gas (Thermo Scientific®,
modelo Focus GC) com injetor automatico de amostras (Thermo Electron Corporation®,
modelo AS-3000) equipado com coluna de vidro de 2 m de comprimento e 1/5 de polegada de

diametro interno empacotada com fase estacionaria 80/120 Carbopack® B-DA/4%
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Carbowax® 20M (Supelco®) e detetor de ionizacdo de chama (FID) mantido & 270°C. O forno
do cromatdgrafo a gas foi mantido a 190°C durante as analises e a temperatura do injetor foi
de 220 °C. O gés de arraste foi 0 H, de alta pureza, mantido em fluxo de 30 mL/minuto. O
namero de repeticdes por amostra foi aquele necessario para que a diferenca entre leituras
fosse inferior a 5%.

A concentracdo de AGCC da amostra foi calculada comparando a area do pico
formado pela intensidade dessa corrente (&rea da amostra) com a area do pico formado pela

solucdo contendo o acido padréo (area do padrao).

Calculos da producdo de AGCC, CH, e da PER

A quantificacdo do metano produzido desde o momento da inje¢cdo do contedo
ruminal no frasco de penicilina até 0 momento de sua inativacdo por autoclavagem foi obtida
pela multiplicagéo entre o volume de gés no frasco e a concentragdo de metano, quantificada

por cromatografia gasosa. Sendo assim, obteve-se que:

Prod.CH,4 = (Conc.CH4 x Volume gas total) T3o— (Conc.CH4 x Volume gas total) Ty

Onde:

Prod. CH; = Producdo de metano no momento compreendido entre a injecdo do
liguido ruminal no frasco de penicilina até a inativacao por pressao;

Conc.CH,4 = Concentracdo de CH, (mmol);

Volume gas total: somatoria do volume obtido da seringa e o volume do headspace do
frasco de penicilina (mL);

T30 = Tempo de 30 min de incubacéo

To= Tempo de 0 min de incubacéo (frasco branco)

Os valores obtidos nos frascos foram corrigidos para as condicdes de pressdo e
temperatura local, através da equacéo geral dos gases.
Sendo assim, a producdo de AGCC desde o momento da injecdo da amostra no frasco
de penicilina até a inativacdo por autoclavagem foi dada por:
Prod. AGCC = (Conc. AGCC x Vol. Lig. Total)T3p— (Conc. AGCC x Vol. Lig. Total) Ty
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Onde:

Prod. AGCC = Producdo de AGCC no momento compreendido entre a injecdo do
liquido ruminal no frasco de penicilina até a inativagdo por autoclavagem;

Conc.AGCC = Concentragdo de AGCC (mmol);

Vol. Lig. Total: volume liquido no frasco de penicilina obtido por diferenca de
pesagem antes e depois da estufa (mL);

T30 = Tempo de 30 min de incubacéo

To= Tempo de 0 min de incubacéo (frasco branco)

Posteriormente, as producbes de CH, e AGCC foram expressas com base no contetido
solido incubado nos frascos (gramas ou quilos), conteido esse que é obtido pela diferenca de
pesagem entre o peso do frasco contendo a amostra apés a estufa (65°C por 15 dias e 105° por
1 dia) e o peso do frasco vazio.

Apo6s a quantificagdo dos produtos da fermentagdo na amostra contida no frasco de
penicilina (metano ou AGCC), cada produto foi multiplicado pelo seu calor de combustéo, a
fim de se expressar a producdo de metano em porcentagem da energia oriunda da fermentacéao
produzida. Assim, a perda de energia relativa (PER) foi a razéo entre a energia contida no
metano produzido e a somatoria da energia contida em todos os produtos da fermentagédo

quantificados (metano e AGCC), expressa em porcentagem. Logo:

) Energia do CHy
PER (%)=100 x( , )
Energia do CHy+ C++C3+Cy
Onde:
CH,4 = metano;
C, = acido acético;
Cs = écido propibnico;

C. = &cido butirico.

Metodologia de determinacdo da concentracdo de Nitrogénio Amoniacal

Foram retirados 2 mL de cada frasco da coleta seriada (antes, 3, 6, 9 e 12 h apds
alimentacdo matinal no 21° dia de cada periodo experimental) colocados em tubos de ensaio

contendo 1,0 mL de solucdo de &cido sulfdrico 1N e armazenado em freezer até a realizacdo
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das andlises por colorimetria, segundo método descrito por Kulasek (1972) e adaptado por
Foldager (1977) para determinacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs).

Com estes dados foi determinada a concentracdo de N-NHs ruminal no momento de
cada coleta e ap6s os 30 minutos de incubacdo dos frascos, possibilitando o célculo, por
diferenca (balango), da producdo de N-NHj neste intervalo de tempo sendo estimada sua
producéo por hora, para uma melhor compreensao e interpretagdo dos dados obtidos. Logo:

Balango de N-NH3; (mg/dL/h) = (Conc. 30 min (mg/dL) — Conc. 0 min (mg/dL)) x 2

Analises estatisticas

Os dados de CMS obtidos nos ultimos seis dias de cada periodo experimental e as
diversas variaveis de fermentacdo ruminal foram analisados pelo programa Statistical
Analysis System (SAS, 2010) utilizando o procedimento MIXED, sendo anteriormente
verificada a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das
variancias comparada pelo teste de Levene. Caso fossem heterogéneas utilizou-se o teste
corrigido de Welch. Estes dados foram submetidos a analise de variancia, que contemplou
como causas de variacdo o efeito de tratamento, como fator fixo, efeito de periodo, efeito de
animal dentro de quadrado e efeito de quadrado, como efeitos aleatorios. O efeito de
tratamento foi separado pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de AGCC, CHs4, N-NH; e PER foram analisados com o mesmo modelo,
porém foi adicionado o fator medidas repetidas no tempo, referentes aos diferentes momentos
de coleta. Tal andlise foi realizada utilizando-se o procedimento MIXED do SAS (2010). A
analise por tempo somente foi realizada quando as interacGes entre efeito de tempo e efeito de

tratamentos foram significativas.

3.3 Resultados e Discussao

Consumo de matéria seca

Quanto aos valores referentes ao consumo de matéria seca (MS), expresso em
quilograma por dia (kg/dia), em porcentagem do peso vivo (% PV) ou por unidade de peso
metabélico (g/kg de PV"™), apresentados na tabela 3, ndo houve diferencas significativas

(P>0,05) entre os tratamentos.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-35982003000300025&script=sci_arttext#tab04
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Tabela 3- Efeito de aditivos alimentares sobre o consumo de matéria seca, expresso em quilograma por dia,
porcentagem do peso vivo ou unidade de peso metabolico

Tratamentos
Variaveis Controle  Monensina  Tanino EPM  Probabilidade
CMS (kg/animal/dia) 18,02 16,89 17,03 0,44 0,3376
CPV (% PV) 2,09 1,94 1,96 0,06 0,1520
CPM (g/kg de PV °7) 113,07 105,36 106,36 2,96 0,1928

CMS= Consumo de matéria seca; CPV= Consumo de matéria seca em relagdo ao peso vivo; CPM= Consumo de matéria seca
por unidade de peso metabdlico.

No presente ensaio experimental, a utilizacdo de monensina ndo influenciou o
consumo alimentar. Resultados semelhantes foram obtidos por Zinn et al. (1994) e Oliveira et
al. (2005), independentemente do nivel de monensina utilizado, e também por Marino et al.
(2011) que ndo observaram diferencas significativas utilizando o mesmo nivel de monensina
(3g/ani/dia) deste experimento.

Beauchemin et al. (2007), utilizando extrato de tanino de quebracho (minimo de 90%
de taninos condensados) para bovinos, nas quantidades de 0, 1, e 2% do CMS, ndo obtiveram
efeitos significativos sobre o consumo ou digestibilidade da MS e da energia.

Mensuracdo continua de pH ruminal

O pH ruminal esta estreitamente relacionado com a composicéo da dieta, podendo variar
de 4,5 a 7,0 dependendo da mesma. Altos niveis de alimentos prontamente fermentesciveis
promovem aumento na taxa de fermentacdo, podendo diminuir o pH, o que favorece o
desenvolvimento de bactérias produtoras de acido latico. O acumulo de &cido latico contribui
ainda mais para a queda de pH, fator determinante na ocorréncia de distarbios metabdlicos,
como a acidose ruminal (HUNGATE, 1966). E esperado que esta queda de pH atinja seu
apice entre 3-4 h apds a alimentacdo, periodo correspondente ao pico de fermentacdo da
altima refeicdo. Esta observacdo foi constatada neste experimento, onde os menores valores
de pH foram observados as 4 h ap6s a alimentacgéo.

As variaveis obtidas através da mensuracao continua do pH ruminal estdo descritas na
tabela 4. Nao foi observado efeito significativo (P>0,05) dos tratamentos sobre quaisquer das
variaveis de pH ruminal avaliadas.

O fato de ndo haver efeito significativo (P>0,05) dos aditivos para as médias do pH
ruminal pode ser explicado pelo tempo de adaptacdo as respectivas dietas e pelo fato de os
animais terem recebido dietas isoenergéticas e isoproteicas duas vezes por dia, na forma de

racdo completa. Além disso, podemos considerar a relacdo volumoso:concentrado da dieta
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(50:50). Isto favoreceu a fermentacdo ruminal e, consequentemente, 0 consumo de matéria
seca ndo apresentou diferencas entre os tratamentos, sugerindo uma razodvel relacdo entre
consumo de matéria seca e o pH ruminal.

O pH ruminal inferior a seis (6) tem sido associado a redugdo na digestdo da FDN
(MERTENS, 1979). No entanto, tal fato ocorreu por pouco tempo, dentro de um periodo de
24 horas de mensuracdo (183, 68 e 63 minutos, para os tratamentos controle, monensina e
tanino, respectivamente), possivelmente devido a qualidade e a proporcdo de volumosos e
concentrados utilizados (50:50), os quais ndo interferiram negativamente no processo
fermentativo ruminal deste experimento.

No presente experimento, todos os tratamentos foram eficazes em manter o pH
ruminal no pico de fermentacdo, apds a alimentacdo. O pH médio para os diferentes
tratamentos esta apresentado na figura 8. Experimentos in vitro (SCHELLING, 1984) e in
vivo (NAGARAJA et al., 1982) demonstraram que a monensina foi eficaz em manter ou
restaurar o pH nos periodos criticos apos a alimentagdo. Com o aumento dos niveis de
monensina (0; 0,4; 0,8 e 1,2 mg/Kg de PV) foi observado aumento linear no pH ruminal de
bezerros que recebiam racdo peletizada (SALLES; LUCCI, 2000). Oliveira et al. (2005a)
observaram que, em bovinos alimentados com dietas com baixo ou alto teores de proteina, a
suplementacdo com monensina elevou o pH ruminal. Ja Shell et al. (1983), trabalhando com
novilhos que recebiam dietas de alto concentrado, observaram que a monensina nao foi
efetiva na elevacao dos valores de pH. Nao foi constatada alteracdo de pH em dietas de alta
proporcdao de forragem, onde a monensina foi administrada para vacas em lactacéo
(HAIMOUD et al., 1995), vacas secas (HAIMOUD et al., 1996), novilhas (OLIVEIRA et al.,
2005b), ovinos (GARCIA et al., 2000), bem como em cordeiros alimentados com duas
diferentes fontes protéicas (POOS et al., 1979).

O pH parece possuir um papel fundamental na formacéo do complexo tanino-proteina,
sendo que o pH com variacdo entre 3,5 a 7,0 favoravel a esta formacdo. Em caso de pH
superior a 8,0, o complexo tende a ser desfeito rapidamente e, em pH 1,0 a 3,0, cerca de 90%
da proteina esta na forma livre (LEINMULLER et al., 1991). Nos ruminantes, a formagao do
complexo é favorecida no rimen, onde o pH se encontra em torno de 6,0 a 6,5, dissociando-se
ao chegar ao abomaso, onde o pH estd em torno de 2,0, permitindo a acdo de peptidases
(LEINMULLER et al., 1991). De acordo com o exposto, os dados para as diferentes variaveis
de pH, observados na tabela 4, demonstram que o pH ruminal encontrado possivelmente tenha
favorecido a formacdo do complexo tanino-proteina, dificultando a degracdo da proteina no

rumen e possibilitando a sua passagem para 0 abomaso.
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Tabela 4 - Variaveis de pH ruminal, em 24 horas, determinadas pela metodologia de mensuracéo continua em

bovinos suplementados com diferentes aditivos

Tratamentos
Variaveis Controle Monensina Tanino EPM'  Probabilidade
pH médio 6,62 6,75 6,55 0,07 0,2889
pH méximo 7,18 7,25 7,01 0,06 0,0842
pH minimo 5,88 6,04 5,99 0,11 0,5550
Tempo de pH abaixo de 5,8 (min) 98,33 28,33 26,67 28,76 0,5474
Tempo de pH abaixo de 6,0 (min) 183,33 68,33 63,33 40,94 0,3498
Tempo de pH abaixo de 6,2 (min) 255,00 105,00 153,33 53,49 0,5080
Area de pH abaixo de 5,8 (h.pH/dia) 0,06 0,05 0,05 0,02 0,9938
Area de pH abaixo de 6,0 (h.pH/dia) 0,23 0,20 0,19 0,08 0,9740
Area de pH abaixo de 6,2 (h.pH/dia) 1,88 056 054 047 0,4225

1 EPM: Erro padrdo da média.

Figura 8 - Valores médios de pH ruminal mensurados através da metodologia de mensuragéo continua em

pH ruminal
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Concentracao de nitrogénio amoniacal ruminal (N-NH3)

Ndo foram observados efeitos de interacdo entre tratamento e tempo sobre a

concentracdo ruminal de nitrogénio amoniacal (N-NH3) para os tempos de 0 ou 30 minutos,

bem

como sobre o balan¢o. Também ndo foram observados efeitos dos tratamentos sobre

estas varidveis. Corroborando para os achados deste estudo, Ramanzin et al. (1997)

observaram que a suplementacdo com monensina ndo influenciou a concentragdo ruminal de
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nitrogénio amoniacal em vacas lactantes alimentadas com dietas de relagcdo
volumoso:concentrado de 70:30 ou 50:50. Campbell et al. (1997) n&o observaram diferenca
na concentragdo ruminal de nitrogénio amoniacal em novilhos alimentados com alta
propor¢cdo de grdos, com ou sem fornecimento de monensina. JA& Yang e Russell (1993)
observaram diminuicdo da concentracdo ruminal de nitrogénio amoniacal com suplementacao
de monensina. Resultados semelhantes foram descritos em ovinos (POOS et al., 1979), em
vacas em lactagdo (HAIMOUD et al., 1995; RUIZ et al., 2001) e em vacas secas (HAIMOUD
et al., 1996).

A tabela 5 demonstra os valores médios do efeito dos aditivos sobre a concentragdo de
nitrogénio amoniacal ruminal. De acordo com o NRC (1989), é necessaria concentracdo de 5
mg/dL de N amoniacal no liquido ruminal para que haja maximizacao da digestdo da matéria
seca neste orgdo. De outra forma, Leng (1990) sugeriu que, para maximizar a digestdo
ruminal sob condicdes tropicais, o nivel de nitrogénio amoniacal ruminal deve ser superior a
10 mg/dL. Os valores médios observados para os diferentes tratamentos estd acima da
concentracdo de 5,0 mg/dL, no entanto, proximo de 10 mg/dL, como citado acima, para que
ocorra a maxima producdo de proteina microbiana. No presente experimento, o pico da
concentracdo de N-NH3 ruminal ocorreu 3 h ap6s a alimentacdo. Picos de concentracdo de
nitrogénio amoniacal aproximadamente 2 h apos a refeicdo também foram relatados por
Owens e Zinn (1988) e Porcionato et al. (2004).

A presenca de baixas concentragdes de taninos na dieta pode ser usada como potencial
modulador da fermentacdo ruminal. A sintese de proteina microbiana, geralmente, é
aumentada na presenca de taninos. Um decréscimo na taxa de digestdo ruminal acarretada
pelos taninos pode contribuir para uma melhor sincronizacdo da liberacdo dos nutrientes e,
consequentemente, aumento na eficiéncia da sintese microbiana (GETACHEW et al., 2000).
Apesar de os taninos diminuirem a disponibilidade dos nutrientes, eles causam uma mudanca
na particdo desses, carreando a maior proporcdo dos nutrientes disponiveis para a sintese de
massa microbiana e menor para a producdo de AGCC. O decréscimo na populacdo de
protozoarios no rumen também contribui para uma menor reciclagem de nitrogénio ruminal.

O maior desempenho animal, que pode ser observado quando a dieta contém baixos
niveis de taninos, tem sido atribuido a protecdo da proteina do alimento da degradacdo no
rumen e a maior eficiéncia de sintese microbiana, levando a um aumento no fluxo de
aminodcidos para o sangue (WAGHORN; SHELTON, 1997).
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Tabela 5 - Efeito da inclusdo de diferentes aditivos na dieta sobre a produgdo de N-NH;

Variavel Tratamentos Probabilidade

N-NH; Controle Monensina Tanino EPM? Trat. Tempo Trat.*Tempo?
0 min (mg/dL) 9,38 9,20 10,25 0,36 0,1162 <,0001 0,9793
30 min (mg/dL) 11,39 11,31 12,04 0,42 0,3472 <,0001 0,9570
Balango (mg/dL/h) 4,02 4,21 3,56 0,27 0,8405 0,0334  0,5062

1EPM = Erro padrdo da média, 2Interacdo entre tratamento e tempo.

O efeito benéfico dos taninos, além da protecdo contra degradacdo da proteina
ruminal, também pode se estender refletindo-se em maior eficiéncia de sintese de proteina
microbiana (MAKKAR, 2003), com aumento no fluxo de nitrogénio ndo amoniacal para o
intestino (SLIWINSKI et al., 2002). A redugdo na taxa de digestdo dos alimentos pelos
taninos pode otimizar o sincronismo na liberacéo de nutrientes (fonte de energia e nitrogénio),
maximizando a producdo de proteina pelos microrganismos. Entretanto, McSweeney et al.
(2001) citaram que o maior fluxo de proteina digestivel da dieta para o intestino delgado pode
ser contrabalangado pelo aumento de perdas enddgenas de proteina, decorrente da interacdo
entre taninos condensados dissociados e proteinas estruturais da mucosa intestinal.

Ao observar os graficos (a) e (b), da figura 9, constata-se que houve um discreto
aumento da concentracdo de N-NH; até 3 horas apos a alimentacdo, possivelmente devido a
uma maior degradacdo do alimento pelos microrganismos ruminais e conseqente liberacdo
de N-NHs. Em seguida, até o tempo de 6 horas, encontrou-se uma menor concentracdo de N-
NHs, possivelmente devido a ocorréncia de um aumento da sintese microbiana, consumindo
parte do N-NHj3 disponivel. Para os tempos de 9 e 12 horas apds alimentacao os niveis de N-
NHj3 apresentaram pouca variacdo, indicando uma estabilizacdo do ambiente ruminal e do
processo fermentativo. O gréafico (c), da figura 9, representa a concentracdo de N-NH; obtida
pela diferenca entre a concentracdo encontrada apds incubacdo por 30 min e a concentracéo
no momento de coleta (O min), sendo esta estimada para o tempo de uma hora (mg/dL/h).
Apesar de ndo haver diferenca significativa entre tratamentos (P>0,05), tal grafico indica que
houve um decréscimo no potencial de producdo de N-NH; por hora, até o tempo de 6 horas
apos alimentacao, restabelecendo, em seguida, seu potencial de producdo até o tempo de 12
horas. O menor balanco positivo da producdo de N-NH3; ruminal encontrado 6 horas apds a
alimentacdo provavelmente se deveu a forte atividade fermentativa ruminal, com intensa
sintese de proteina microbiana, oriunda da maior disponibilidade de energia originaria dos

carboidratos da dieta.
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Figura 9 - Concentrago de nitrogénio amoniacal nos diferentes tempos de coleta de contelido ruminal antes, 3,
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Producao de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), de Metano e Perda de

Energia Relativa de Metano (PER)

A utilizacdo da nova técnica ex situ (micro-rdimen) gera um grande ndmero de

informacGes para as producdes de AGCC e de CH,, além de uma nova variavel, a perda de

energia relativa (PER) de metano em relacdo aos demais produtos da fermentagcéo ruminal, os

AGCC. Devido a originalidade da técnica, hd escassez de informacGes sobre a producdo

destes parametros. Assim, os mesmos serdao discutidos com base na concentracdo de AGCC e

emissdo de metano por kg de MS do contedo ruminal (Tabela 6).
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Tabela 6- Efeito da inclusdo de diferentes aditivos na dieta sobre a produgdo de AGCC, de metano e sobre a PER

Tratamentos Probabilidade
Variaveis Controle  Monensina  Tanino EPM!  Trat. Tempo Trat.*Tempo?

Acético
0 min (mmol/L) 72,42 69,63 69,38 0,8764 10,1392 0,7933  0,0064
30 min (mmol/L) 81,08 80,47 81,27 0,7187 0,2953 0,0175 0,2531
Diferenca (mmol/L) 8,66 10,83 11,89 0,6625 0,1212 0,0778 0,5131
Producdo (mmol/g/h) 0,19 0,24 0,25 0,0143 0,1167 0,6683  0,4608
Producédo (mol/kg/dia) 4,60 5,82 6,16 0,3452 10,1346 0,0129 0,5417
Producéo (g/kg/dia) 275,79 349,05 369,95 20,710 0,1343 10,0130 0,5425
EB? (kcal/kg/dia) 962,51 1218,18 129111 72,279 10,1343 0,0130 0,5425

Propi6nico

0 min (mmol/L) 17,88 20,94 18,13 0,3763 10,1050 0,0008 0,2060
30 min (mmol/L) 20,62 24,80 21,25 0,3951 0,0647 <,0001 0,4501
Diferenca (mmol/L) 2,75 3,85 3,11 0,1894 10,1818 0,0349  0,6077
Producéo (mmol/g/h) 0,061 0,085 0,068 0,0039 0,0787 0,3493 0,6872
Producédo (mol/kg/dia) 1,47 2,04 1,61 0,0945 0,0894 0,0102 0,5644
Producéo (g/kg/dia) 108,48 151,32 119,18 6,9976 0,0891 0,0103 0,5624
EB? (kcal/kg/dia) 540,22 753,59 593,51 34,848 0,0891 0,0103 0,5624

Butirico
0 min (mmol/L) 10,93 11,03 13,81 0,2572 10,2437 <,0001 0,1835
30 min (mmol/L) 12,98 13,46 14,35 0,2552 10,0938 <,0001 0,1107
Diferenca (mmol/L) 2,04 2,43 2,54 0,1199 0,3316 10,0505 0,2856
Producgéo (mmol/g/h) 0,045 0,053 0,054 0,0025 0,2849 10,6012 0,6191
Producdo (mol/kg/dia) 1,08 1,28 1,31 0,0582 0,3722 10,0429 0,2873
Producdo (g/kg/dia) 95,08 113,02 115,10 51149 10,3724 10,0426  0,2806
EB® (kcal/kg/dia) 566,67 673,56 686,01 30,484 10,3724 0,0426  0,2806

AGCC Total

0 min (mmol/L) 101,23 101,61 99,33 1,3372 0,5279 0,9046  0,0259
30 min (mmol/L) 114,67 118,73 116,87 1,1393 0,5784 0,0001 0,2100
Diferenga (mmol/L) 13,48 17,12 17,54 0,9162 0,1682 10,0589  0,4538
Produgdo (mmol/g/h) 0,30 0,38 0,38 0,0199 0,2109 0,2603 0,5124
Producéo (mol/kg/dia) 7,14 9,15 8,76 0,4673 0,1356 0,0035 0,5868
Producdo (g/kg/dia) 479,35 613,38 583,47 30,651 0,1417 0,0037 05771
EB® (kcal/kg/dia) 2069,40 2645,33 2570,63 129,45 0,1729 0,0119 0,4388

Metano
0 min (mmol/Frasco) 0,037° 0,031° 0,035° 0,0009 0,0109 <,0001 0,3447
30 min (mmol/Frasco) 0,142 0,124 0,134 0,0023 0,1048 0,0019 0,2634
Produgdo (mmol/Frasco) 0,107 0,093 0,099 0,0018 0,2476 0,0001 0,4398
Produgdo (mmol/g/h) 0,057  0,050°  0,051° 0,0008 0,0057 0,0187 0,5146
Produgdo (mol/kg/dia) 1,34° 1,19° 1,23° 0,0199 0,0003 0,0035 0,9282
Produgdo (g/kg/dia) 21,39 19,11 19,68° 0,3191 0,0003 0,0038 0,9344
EB? (kcal/kg/dia) 281,46 251,43 259,01*  4,1990 0,0489 <,0001  0,9032
PER? (%) 13,57 10,82° 10,34° 0,4494 10,0387 0,2259  0,1426

IEPM = Erro padrio da média, 2Interacio entre tratamento e tempo, °EB = Energia Bruta, ‘PER = Perda de
energia relativa do metano em relagdo aos demais produtos da fermentacdo ruminal. **Letras diferentes na
mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Variacbes na producdo e proporcdes molares de AGCC sdo determinadas

principalmente pelo substrato fermentado e pH do fluido ruminal (RUSSELL, 1998).

Experimentos in vitro e in vivo indicam que a monensina diminui a producdo de metano. Essa
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reducdo estd mais relacionada com a inibicdo das bactérias que produzem e fornecem H,
(principalmente aquelas produtoras de acetato e butirato) e formato para a metanogénese, do
que um efeito direto sobre as arqueas metanogénicas, uma vez que essas S80 mais resistentes
aos iondforos do que aquelas que fornecem os substratos. Uma média de seis estudos indicou
que a monensina pode diminuir a emissdo de metano em 25% (VAN NEVEL; DEMEYER,
1995), podendo variar de 4% a 31% (SCHELLING, 1984; RUMPLER et al., 1986).

No presente experimento, a monensina aumentou a producdo (g/kg/dia) numérica de
acético, propidnico, butirico e AGCC totais em 26,6%, 38,9%, 18,9% e 28,0%,
respectivamente. Esse produto também diminuiu, significativamente (P<0,05), a producao de
metano em 10,7%. J& o tanino aumentou a producdo (g/kg/dia) numérica de acético,
propidnico, butirico e AGCC totais em 34,1%, 0,6%, 21,1% e 21,7%, respectivamente, e a
producdo de metano foi diminuida, significativamente (P<0,05), em 8,0%. Embora somente
as diferencas de producdo de metano fossem estatisticamente significativas (P=0,0003),
quando se avaliou a PER observou-se que esta foi diminuida significativamente em 20,3% e
23,8% (P=0,0387) com a administracdo dos aditivos monensina e tanino (Tabela 6).
Possivelmente este resultado seja efeito da associacdo entre os metabolitos fermentativos, pois
a PER é uma relacdo da energia do CH4 com a energia dos AGCC produzidos. Fato este que
pode ser observado na Figura 10, onde demonstra-se os produtos da fermentacdo ruminal
(mol/kg/dia) e da PER (%), para os diferentes aditivos, em relacdo ao tratamento controle,
comprovando que os aditivos monensina ou tanino foram estatisticamente significativos em
reduzir a producdo de metano entérico, assim como a PER. Segundo Woodward et al. (2001),
a acdo dos taninos condensados na metanogénese pode ser atribuida a um efeito indireto, pela
reducdo na producdo de H,, como consequéncia da reducdo na digestibilidade da fibra, e por
efeito inibitorio direto na populacdo de arqueas metanogénicas. A monensina foi responsavel
por aumentar a producdo numérica de &cido propidnico e reduzir a de acético, quando
comparada a dieta com tanino, fato este desejavel a otimizacdo da fermantacdo ruminal. No
entano, quando observada a producdo total de AGCC, ambos os tratamentos obtiveram
producdes semelhantes, devido o tanino aumentar, numericamente, mais a producdo de
acetico que a de propibnico, em comparagdo ao tratamento com monensina. Entende-se que
essas variacdes observadas sejam devido ao efeito da inibi¢do de algumas cepas de bactérias
pelo ionoforo, na dieta com monensina, ou pelo efeito da adminstracdo de tanino condensado

na dieta com a formacgdo de complexos tanino-proteina no ramen.
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Figura 10 - Produgdo relativizada (Controle foi considerado como 100%) dos produtos da
fermentagdo ruminal (mol/Kg/dia) para os diferentes tratamentos
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Beauchemin et al. (2007), utilizando niveis de 0, 1 e 2% de extrato de tanino
condensado de quebracho vermelho (Schinopsis quebracho-colorado), com 91% de pureza,
para bovinos de corte, ndo obtiveram reducdo nas emissdes de metano entérico como
esperado. Carulla et al. (2005) relataram que as emissfes de metano por ovelhas foram
reduzidas, quando alimentadas com extrato de taninos condensados de Acacia mearnsii, sendo
que a suplementacdo da dieta com 2,5% de taninos condensados reduziu a producdo de
metano em aproximadamente 12%, em parte, devido a uma reducdo de 5% na digestibilidade
da FDN. Para minimizar o efeito negativo de taninos condensados sobre a digestibilidade da
fibra, um nivel inferior de suplementacdo foi utilizada no experimento de Beauchemin et al.
(2007), sendo o0 mesmo proposito utilizado para o presente experimento. Varios outros
estudos tém relatado que a alimentacdo com forragens contendo tanino condensado para
ruminantes reduz as emissdes de metano (WAGHORN et al., 2002; WOODWARD et al.,
2002; PINARES-PATINO et al., 2003; WOODWARD et al., 2004; PUCHALA et al., 2005).
A fonte de tanino contido utilizado nesses estudos foram a sulla (Hedysarum coronarium,
com 2,7-6,8% de taninos condensados), trevo vermelho (Trifolium pretense, com 0,3% de
taninos condensados), grande trevo (Lotus pedunculatus, com 5,3% de taninos condensados) e

Sericea lespedeza (Lespedeza cuneata, com 17,7% de taninos condensados).
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Para as producGes de &cidos acético (Figura 11a), propiénico (Figura 11b) e butirico
(Figura 11c), assim como a de AGCC totais (Figura 11d) em mol/kg/dia, ndo foi observado
efeito de interagdo entre tratamento e tempo de coleta (P>0,05), nem efeito principal de
tratamento (P>0,05). Para a varidvel metano (Figura 11e) foram observados efeitos principais
de tratamento ou tempo de coleta (P<0,05). Ja a variavel PER (Figura 11e) apresentou efeito

significativo para os tratamentos (P=0,0387), quando comparados a dieta controle.

Figura 10- Valores médios da producdo de (a) Acido acético (mol/Kg/dia), (b) propidnico (mol/Kg/dia), (c)
butirico (mol/Kg/dia), (d) AGCC total (mol/Kg/dia), () Metano (mol/Kg/dia) e (f) PER (%) nos
diferentes tempos de coleta do contetido ruminal

a) b)
800 =4~ Controle Monensina =&=Tanino —o—Controle Monensina =&=Tanino
I 3.00 -
- T
2 600 3
o , £ 200 -
3 S
3 g
0
£ 4.00 s
3]
0 °
c
.;:’ & 100
‘Y200 o
o
2 !
0.00 - 0.00 +
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Tempo apés alimentagéo (h) Tempo apés alimentag&o (h)
c) d)
—4—Controle Monensina == Tanino =o—Controle Monensina =#—Tanino

6.00

4.00

Butirico (mol/kg/dia)

0.50

AGCC Total (mol/kg/dia)

2.00 A

0.00
9 12 0

2.00 1400 -
12.00 -
150
o A 10.00 - )
- - A
N i w 1/‘—‘\:?“
1.00
0.00 T
0 3 ¥

6 3 . f 30(h 9
Tempo ap6s alimentagio (h) Tempo ap6s alimentagéo (h)



67

160 =o—Controle Monensina =#&—Tanino =o—Controle Monensina =#—Tanino
' 16.00 w
120 1/
12.00 \/‘
8.00 1

4.00 1

0.80

PER (%)

0.40

Metano (mol/kg/dia)

0.00 -+

0.00
0 3 6 9 12 o 3 6 9 12
Tempo apés alimentagdo (h) Tempo apés alimentag&o (h)

Primavesi et al. (2004) relatam que a emissdo de CH,4 (g/h) por bovinos sem restrigdo
alimentar, baseados em forrageiras tropicais, é superior a de bovinos alimentados com
forrageiras de clima temperado, sendo que as forrageiras de baixa qualidade tém a taxa de
ingestdo reduzida e, consequentemente, € reduzida a taxa de emissdo de CH,4 por bovinos.
Afirmam também que animais de sangue taurino geram menos CH,4 que bovinos de sangue
zebuino.

Outras formas para a diminuigdo das emissdes de metano, que devem ser lembradas,
sdo a inclusdo de leguminosas, alteracdo da proporcdo volumoso:concentrados, adicdo de
ionoforos e estadio de maturacdo da forrageira nas dietas de ruminantes. O grupo genético e
estado fisiolégico também influenciam (PRIMAVESI et al., 2004; NASCIMENTO, 2007,
POSSENTI et al., 2008).

3.4 Conclusoes

A utilizacdo da nova metodologia de estudo da fermentacdo ruminal (metodologia ex
situ) demonsntrou-se eficiente para uma melhor compreensdo da nutricdo de ruminantes,
sendo uma nova alternativa de estudo para pesquisadores e nutricionistas envolvidos com a
nutricdo animal.

A utilizacdo dos aditivos monensina sddica (300 mg/animal/dia) ou tanino condensado
(0,4% da dieta), extraido da casca da Acacia-negra (Acacia mearnsii), com pureza de 68%,
ndo alteraram o consumo de matéria seca, o pH ruminal, a concentracdo de N-NHs, a

concentracdo dos &cidos acético, propibnico, butirico e AGCC total, no conteido ruminal. A
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monensina ou tanino sdo eficientes na reducdo da producdo de metano, sendo responsaveis
por reduzir significativamente a producdo em 10,7% e 8,0%, respectivamente, quando
comparados ao tratamento controle. A perda energética relativa (PER) foi diminuida
significativamente em 20,3% e 23,8% com a administragéo dos aditivos monensina ou tanino,
quando comparados ao tratamento controle. Para tanto, supde-se que houve uma reducdo da
populacdo das Arqueas metanogénicas, reduzindo a producéo de metano, com um aumento ou
manutencdo da populacdo dos demais microrganismos causando uma maior producdo de
AGCC, por fim tais ocorréncias promoveram uma melhora na eficiéncia de producdo de
energia para o animal.

Portanto, a utilizacdo de monensina ou tanino, em dietas com propor¢do de volumoso
e concentrados de 50%, demonstram ser uma interessante op¢do em dietas para bovinos, com
vistas a eficiéncia energética dos animais, com consequente reducdo nas emissoes de metano.
No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos, principalmente in vivo, sobre a quantidade e

tipo de tanino utilizado, garantindo uma maior confiabilidade sobre o seu potencial de acéo.
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CAPITULO 4 - EFEITO DE ADITIVOS ALIMENTARES SOBRE A
DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL E A EXCRECAO
DE NUTRIENTES DA DIETA EM BOVINOS

RESUMO

Na busca por estratégias para diminuirem as perdas referentes a emissdo de metano por
ruminantes, diferentes dietas, aditivos e manejos nutricionais tém sido empregados. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes aditivos alimentares sobre 0 consumo,
a digestibilidade aparente total e a excrecdo de nutrientes da dieta em bovinos. Seis vacas
(873 £ 81 kg) canuladas no ramen foram utilizadas e distribuidas a trés dietas, que diferiram
quanto ao aditivo, seguindo-se o delineamento experimental em quadrado latino 3x3 replicado
(n= 18 unidades experimentais): Controle (CON): sem aditivo; Monensina (MON): adicéo de
300 mg de monensina sodica por animal por dia; Tanino (TAN): adicdo de 100 g de extrato
concentrado de tanino condensado obtido da Acécia-negra (Acacia mearnsii) por animal por
dia. Para determinacdo do consumo e da digestibilidade aparente total da MS e suas fragdes,
bem como da excrecdo dos nutrientes da dieta, foi utilizado o marcador 6xido crémico. Cada
periodo experimental foi constituido de 15 dias, onde do dia 5 até o dia 15 de oferecimento
das dietas foi administrado, via canula ruminal, 2 g do marcador 6xido crémico por kg de MS
de alimento consumido. O ensaio de digestibilidade foi constituido por duas fases, sendo os
cinco primeiros dias para adaptacdo ao marcador e os cinco ultimos para coleta de fezes. A
excrecdo da MS e dos nutrientes, bem como a excrecdo de Nitrogénio, foi calculada a partir
dos dados de coeficiente de digestibilidade da MS e suas fracbes. Os dados foram analisados
pelo programa SAS (Versao 9.2, 2010) através do procedimento MIXED. No modelo, o efeito
de tratamento foi considerado fixo e os efeitos de periodo, quadrado e animal dentro de
quadrado considerados aleatorios. Ndo houve efeito de aditivo (P>0.05) sobre o consumo,
digestibilidade aparente total e excrecdo da MS, PB, EB, FDN, FDA, EE, ENN, MO ou P,
nem na digestilibildade do NDT e na excrecdo de N. Portanto, a utilizacdo dos aditivos
monensina ou tanino, nas dosagens utilizadas, ndo interferem sobre o consumo,
digestibilidade e excrecdo dos nutrientes, em dietas para bovinos com proporcdo volumoso

concentrado de 50%.

Palavras-chave: Digestibilidade. Excrecdo. Monensina. Ruminantes. Tanino.
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EFFECT OF FEED ADDTIVES ON TOTAL TRACT APPARENT DIGESTIBILITY
AND EXCRETION OF NUTRIENTS IN CATTLE

ABSTRACT

In the search for strategies to decrease the losses related to methane emissions by ruminants,
different diets, additives and nutritional management have been employed. The aim of this
study was to evaluate the effect of different additives on intake, apparent digestibility and
excretion of dietary nutrients in cattle. Six ruminally cannulated cows (873 + 81 kg) were
distributed to three diets, which differed in the additive used, in a replicated 3x3 Latin square
experimental design (n = 18 experimental units): Control (CON): no additive; Monensin
(MON): addition of 300 mg of monensin per animal per day; Tannin (TAN): addition of 100
g of concentrated extract condensed tannin obtained from black wattle (Acacia mearnsii) per
animal per day. For determination of intake and apparent digestibility of DM and its fractions,
as well as, excretion of nutrients, chromic oxide was used as a marker. Each experimental
period consisted of 15 days, where from day 5 to 15 of diets offering, 2 g of the marker
chromic oxide was administered per kg DM of food consumed through rumen cannula. The
digestibility trial consisted of two phases, the first five days for adaptation to the marker and
the last five for feces sampling. The excretion of DM and nutrients, as well as, the excretion
of nitrogen was calculated from the data of digestibility of DM and its fractions. Data were
analyzed using SAS (version 9.2, 2010) by MIXED procedure. In the model, treatment effect
was considered fixed and the effects of period, square, and animal within square were
considered random. There was no additive effect (P >0.05) on intake, apparent digestibility
and excretion of DM, CP, GE, NDF, ADF, EE, NFE, OM or P, nor in TDN digestibility and
excretion of N. Therefore, the use of additives, monensin or tannin, in the doses adopted do
not interfere with the consumption, digestibility and excretion of nutrients in cattle diets with

forage to concentrate ratio of 50 %.

Keywords: Digestibility. Excretion. Monensin. Ruminants. Tannin.
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4.1 Introducéo

O consumo e digestibilidade dos nutrientes e a utilizacdo destes nos diferentes
compartimentos do trato digestivo é a estimativa que mais se aproxima do valor nutritivo
verdadeiro dos alimentos. O conhecimento das caracteristicas dos alimentos e seu
balanceamento na formulagéo de ragdes torna-se uma ferramenta fundamental, a fim de suprir
as necessidades dos animais, explorando sua maxima capacidade digestiva, de modo a atingir
seu potencial genético para o aproveitamento da dieta. Existe hoje uma variedade de
alimentos que podem ser utilizados na alimentagdo de ruminantes. Entretanto, seu valor
nutricional e sua qualidade s&o determinados por complexa interacdo entre os nutrientes e os
microrganismos do trato digestivo, nos processos de digestdo, absorcdo, transporte e
utilizacdo de metabolitos, além da propria condicédo fisiologica do animal (MARTINS et al.,
2000).

Desde o final do século XVIII, estudos relatavam que os microrganismos presentes no
rumen fermentavam celulose e obtinham como produtos &cidos graxos de cadeia curta,
metano e dioxido de carbono (BERGMAN, 1990). Desde entdo, a comunidade cientifica
busca entender os processos metabdlicos que ocorrem no ambiente ruminal, além de procurar
estratégias para a manipulacdo da fermentacdo ruminal com intuito de melhorar a eficiéncia
de utilizacdo das dietas empregadas (MARINO, 2008). A busca por ingredientes alternativos
para a nutricdo de ruminantes leva a constantes investigaces da dinamica de fermentacdo e
digestdo desses ingredientes nos processos que estdo envolvidos na nutricdo dos animais de
producdo (FAYED et al., 2009).

A digestdo é um processo de conversdo de macromoléculas do alimento para
compostos simples que podem ser absorvidos a partir do trato gastrointestinal enquanto que a
digestibilidade constitui um importante parametro do valor nutritivo de um alimento
(OLIVEIRA et al., 1991). A digestibilidade de um alimento reflete sobre seu aproveitamento
pelos microrganismos do rimen e expressa a capacidade do animal em utilizar, em maior ou
menor escala, seus nutrientes. Para tal, o coeficiente de digestibilidade de uma dieta €
importante por indicar que nutrientes realmente estdo disponiveis para o animal, além de
descrever o valor nutritivo dos alimentos (VAN SOEST, 1994).

Ensaios de digestibilidade da matéria seca e suas fracGes tornam-se uma importante
ferramenta de avaliacdo do aproveitamento de dietas pelo animal, além de estarem

intimamente relacionados com 0s eventos ruminais.
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Um dos modificadores de fermentacdo ruminal mais utilizados atualmente por
nutricionistas do mundo inteiro € a monensina sodica. Aprovada em 1976 pelo 6rgédo
americano Food and Drug Administration (FDA) para utilizagdo em dietas para ruminantes, a
monensina € uma substancia classificada como ion6foro. Neste grupo também se encontram
outros aditivos como a salinomicina e a lasalocida. O mecanismo béasico de a¢éo do ion6foro
é a modificacdo do fluxo de ions através de membranas biolégicas. Dentre outras a¢des, a
monensina € capaz de inibir o crescimento das bactérias produtoras de H, (como a
Selenomonas ruminantium), substrato basico para a producdo de metano (VAN NEVEL,;
DEMEYER, 1977). Reflexos da a¢do da monensina sdo aumento da produgédo de propionato
(VAN MAANAN et al., 1978), reducéo da producdo de metano in vivo e in vitro (BARTLEY
et al., 1979), aumento da digestibilidade da matéria seca e do amido, assim como aumento da
retencdo de nitrogénio (SCHELLING, 1984) e aumento do fluxo de amino&cidos e digestao
dos mesmos no duodeno (HAIMOUD et al., 1995). Todavia, a legislacdo classifica os
ionoforos como antibioticos, o que faz seu uso ser cada vez mais criticado pela sociedade
consumidora.

Na nutricdo animal, geralmente, 0s taninos sdo vistos como prejuciais, pois podem
provocar reducdo da ingestdo de matéria seca (MS) devido a adstringéncia, fazem ligacdes
com as proteinas da dieta, se complexam com enzimas digestivas, fazem interacdes negativas
com o trato digestivo e possuem efeitos toxicos diretos (CABRAL FILHO et al., 2005). No
entanto, essas situacfes apenas tém sido observadas quando a dieta consumida pelo animal
contém niveis acima de 3% de tanino condensado na base da matéria seca (MAKKAR, 2003).
Quando administrados em niveis adequados podem, exercer efeitos benéficos na utilizacdo de
nutrientes, na salde e na producdo animal, reduzindo a taxa de degradabilidade ruminal da
proteina (FRUTOS et al., 2000; HERVAS, 2001; LELIS; GONCALVES, 2001; BATTESTIN
et al., 2004; HERVAS et al., 2004), a incidéncia de timpanismo ruminal (CLARKE; REID,
1972), a emissdo de gases via eructacdo (PUCHALA et al., 2005; BEAUCHEMIN et al.,
2007) e exercendo funcdo anti-helmintica (MIN; HART, 2003). Waghorn e Shelton (1995),
utilizando niveis de taninos condensados em torno de 0,5% da MS da dieta, ndo encontraram
decréscimo no consumo voluntario dos animais, sugerindo que esses niveis seriam
aconselhados para utilizacdo como aditivo alimentar para ruminantes.

Tem-se como hipdtese que aditvos utilizados na alimentacdo de bovinos, atuam na
modulacdo da fermentacdo ruminal trazendo beneficios ao ruminante. Desta forma, o objetivo

do presente trabalho foi avaliar o efeito dos aditivos monensina ou tanino sobre o consumo, a
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digestibilidade aparente total da MS da dieta e suas fragcdes, bem como sobre a excrecdo dos

nutrientes da dieta em bovinos.

4.2 Material e Métodos

Animais e instalacgoes

O experimento foi realizado no Departamento de Nutricdo e Producdo Animal, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, campus de
Pirassununga, nas instalaces do Estabulo Experimental e do Laboratério de Bromatologia.

Para avaliacdo do consumo e da digestibilidade aparente total da MS e suas fragdes,
bem como a excre¢do dos nutrientes da dieta, foram utilizadas seis vacas ndo gestantes e néo
lactantes, com peso vivo médio de 873 + 81 kg e portadoras de canula ruminal com 10 cm de
diametro e 7,5 cm de espessura. Os animais foram mantidos em instalacdo coberta, provida de
baias individuais com cochos de cimento e bebedouros automaticos comuns a cada dois
animais, e também de camas de areia, a fim de proporcionar maior conforto e bem-estar aos

animais.

Tratamentos e delineamento experimental

Seis vacas foram distribuidas a uma das trés dietas experimentais, isoenergéticas (1,55
Mcal de EL/kg de MS) e isoproteicas (12,0% de PB), formuladas com o programa Spartan
Dairy Ration Evaluator/Balancer, versao 3.0.3, diferindo de acordo com o aditivo alimentar
utilizado, sendo:

1) Controle: Dieta sem adicdo de aditivos;

2) Monensina: Dieta com adicdo de 300 mg/animal/dia de monensina sddica, o que
corresponde a 3 g/animal/dia do produto comercial Rumensin - Elanco®;

3) Tanino: Dieta com adi¢do de 100 g/aniaml/dia de extrato concentrado de tanino
condensado obtido da casca da Acacia-negra (Acacia mearnsii) comercializado
pela empresa Veronese®.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 3x3 replicado, ou seja,

dois quadrados latinos contemporaneos, sendo que a unidade experimental foi o animal dentro
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de cada periodo. Logo, o experimento contou com 18 unidades experimentais referentes a 3

animais, 3 periodos e 2 quadrados (Quadro 2). A tabela da analise de variancia encontra-se

abaixo (Tabela 7).

Quadro 2 - Esquema do delineamento de quadrado latino 3x3 replicado

Quadrado 1 Quadrado 2
Animal 715 698 020 631 627 631
Periodo | Controle Tanino Monensina Controle Tanino Monensina
Periodo Il Tanino Monensina | Controle Monensina | Controle Tanino
Periodo Il | Monensina | Controle Tanino Tanino Monensina | Controle

Tabela 7 - Esquema da analise de variancia para delineamento em quadrado latino replicado

Causas de variagao Graus de Liberdade
Tratamentos

Periodo

Animal dentro de quadrado
Quadrado

Residuo A

Total de unidades experimentais 17

oL ADNDN

Manejo nutricional e periodo experimental

Os alimentos foram oferecidos ad libitum, duas vezes ao dia, as 08:00 e 16:00 h, na
forma de racdo completa com porporcdo volumoso:concentrado de 50:50. A fonte de
volumoso utilizada foi a silagem de milho e o concentrado consistiu-se de milho grdo moido,
farelo de soja, sal comum, fosfato bicélcico, calcario e suplemento mineral. Ofertou-se a dieta
para garantir sobras de 5 a 10% do ofertado. Na manhd seguinte ao oferecimento, foram
retiradas e pesadas as sobras. As proporcbes dos diversos ingredientes das dietas
experimentais e a composicdo bromatoldgica das mesmas estdo descritas na tabela 8. Os
aditivos, monensina sddica e tanino condensado, foram adicionados diretamente sobre o
alimento contido no cocho. Como fonte de tanino condensado foi utilizado o extrato da casca
da Acécia-negra (Acacia mearnsii), um p6 amorfo com 68% de pureza sendo o restante
composto por outros fendis e cinzas, o que garantiu uma dieta com o aditivo tanino
condensado de 4g/kg de MS ingerida (0,4% da dieta).
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Tabela 8 - Propor¢des de ingredientes e composicdo bromatologica estimada da dieta
experimental, expressa em porcentagem da matéria seca (% MS)

Ingredientes (% MYS)
Silagem de milho 50,00
Milho grédo moido 34,70
Farelo de soja 12,20
Sal comum 0,50
Fosfato bicélcico 0,10
Calcério 0,50
Suplemento mineral* 2,00
Composicdo bromatoldgica

Matéria seca? (%) 53,10
PB? (% MS) 11,60
PDR® (% PB) 65,10
PNDR3 (% PB) 34,90
FDN’ (% MS) 27,10
FDNe3 (% MS) 22,60
FDA' (% MS) 14,40
CNE? (% MS) 46,10
AMIDO? (% MS) 39,30
MM2 (% MS) 7,60
Ca2 (% MS) 0,85
P2 (% MS) 0,51
EE? (%MS) 3,50
NDT? (% MS) 67,30
EL? (Mcal/dia) 1,55

! Suplemento mineral e vitaminico, quantidade por Kg de produto: 200 g de calcio, 60 g de
fésforo, 20 g de enxofre, 20 g de magnésio, 70 g de sddio, 15 mg de cobalto, 700 mg de cobre,
700 mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mg de manganés, 19 mg de selénio, 2.500 mg de zinco,
200.000 Ul de vitamina A, 50.000 Ul de vitamina D3, 1.500 Ul de vitamina E. 2Analises
bromatoldgicas, determinadas no Laboratério de Nutrico Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutri¢do e Produgdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Pirassununga; ‘Estimado segundo o programa Spartan
Dairy Ration Evaluator/Balancer, verséo 3.0.3.

Cada um dos trés periodos foi composto por 15 dias, sendo que, para a analise da
digestibilidade aparente total e a excrecdo da MS e dos nutrientes da dieta, constituiram-se
duas fases entre o dia 5 até o dia 15 de oferecimento das dietas, sendo 0s cinco primeiros dias
para adaptacdo ao marcador 6xido crémico e 0s cinco ultimos para administracdo e coleta de
fezes. Os animais foram pesados no primeiro e ultimo dia de cada periodo experimental. O
consumo de matéria seca (CMS) foi avaliado nos cinco ultimos dias experimentais. A figura

12 representa 0 esquema dos dias de coleta de dados para a determinagdo da digestibilidade
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aparente total da MS e suas fracGes, bem como para a excrecdo dos nutrientes da dieta em
cada periodo experimental.

Figura 11 — Esquema dos dias de coleta para analise de digestibilidade aparente total da MS e suas fragdes e a
excrecdo dos nutrientes, avaliadas dentro de cada periodo experimental

DIAS EXPERIMENTAIS

| ! !
0 5 10

Digestibilidade aparente total e excrecdo da MS e dos
nutrientes da dieta

| |
Adaptagdo ao oxido cromico  Administracdo do marcador e
coleta de fezez

Coleta de dados
(CMS e dos Nutrientes)

Fonte: Arquivo pessoal

Parametros de avaliacéo

Consumo de matéria seca

O consumo de matéria seca (CMS) foi avaliado diariamente, entre o dia 10 até o dia 15
de cada periodo experimental. O CMS foi calculado pela diferenca entre a quantidade de
alimento fornecida em um dia e a sobra de alimento, coletada e pesada na manhd seguinte ao

oferecimento, multiplicada pela porcentagem de matéria seca (MS) do alimento.

Analises bromatologicas

As analises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal e
Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Campus de Pirassununga.

As amostras dos alimentos utilizados nas dietas foram analisadas para determinacao

dos teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo
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(EE), fésforo (P) e energia bruta (EB), segundo AOAC (1995), e fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina (L1G), conforme Van Soest (1994).

Digestibilidade aparente total

A digestibilidade aparente total da MS da dieta e suas fracGes (PB, EE, EB, extrativo
ndo nitrogenado - ENN, FDN, FDA, e MO) foram determinadas por meio do marcador 6xido
cromico (Cr,03), segundo Bateman (1970). Para tal, entre o dia 5 até o dia 15 de oferecimento
das dietas de cada periodo experimental, foram administrados duas vezes ao dia, via canula
ruminal, 2 g do marcador 6xido crémico por kg de MS de alimento consumido, através de
envelopes confeccionados em papel absorvente. O ensaio de digestibilidade foi constituido
por duas fases, sendo os cinco primeiros dias para adaptacdo ao marcador e 0s cinco Ultimos
para coleta de fezes.

Para analise da composicdo das amostras de fezes, foi retirada uma aliquota de 200 g
por animal diretamente do reto, duas vezes ao dia, a qual foi acondicionada em embalagem
plastica, identificada para cada animal e periodo experimental sendo armazenada em freezer a
-20°C até o momento do processamento e analise.

Durante esse mesmo periodo foram coletadas, duas vezes ao dia, aproximadamente
200 g de amostra de cada alimento oferecido na racédo total e armazenadas em embalagens
plasticas previamente identificadas. Posteriormente, foram mantidas em freezer (-20°C) até o
momento da analise. Ao final do experimento as amostras dos alimentos e das fezes foram
homogeneizadas e colocadas em bandejas de aluminio por animal e por periodo e foram secas
em estufa com circulacdo forcada de ar a 65°C por 72h. As amostras foram trituradas em
moinho, utilizando-se peneira com crivos de 1mm, e acondicionadas em potes fechados para
posterior determinacdo da concentracao de éxido cromico, segundo Conceicao et al. (2007).

O extrativo ndo-nitrogenado (ENN) dos alimentos e das dietas foi calculado pela
formula %ENN = 100 - (%PB + %EE + %FDN + %MM) e o teor de nutrientes digestiveis
totais (NDT) pela formula NDT = (PBD + FDND + ENND) + (2,25 x EED), adaptado de
Sniffen et al. (1992), em que PBD = proteina bruta digestivel, FDND = fibra em detergente
neutro digestivel, ENND = extrativo ndo-nitrogenado digestivel e EED = extrato etéreo

digestivel.
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Excrecdo da matéria seca e dos nutrientes

A excrecdo da MS e dos nutrientes, bem como a excre¢do do Nitrogénio (ExN), foi
calculada a partir dos dados de coeficiente de digestibilidade da MS e suas fracGes,
multiplicando o consumo dos nutrientes pelos respectivos coeficientes de digestibilidade e
dividindo por 100.

A excrecdo do Nitrogénio (ExN) da dieta foi calculada pela formula ExN =
ExPB/6,25, considerando ExPB como a excrecao de proteina bruta.

Analises estatisticas

Os dados de consumo e da digestibilidade aparente total da MS e suas fracGes, bem
como a excrecdo da MS e dos nutrientes, foram analisados pelo programa Statistical Analysis
System (SAS, 2010), verificando anteriormente a normalidade dos residuos pelo teste de
Shapiro-Wilk. Estes dados foram submetidos a anélise de variancia e seus efeitos avaliados
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O modelo incluiu o efeito de tratamento como
fator fixo e os efeitos de animal dentro de quadrado, quadrado e periodo como fatores

aleatorios.

4.3 Resultados e Discussao

Consumo da matéria seca e dos nutrientes

As médias do consumo de matéria seca e dos nutrientes, para os efeitos dos aditivos
utilizados, estdo aprsentados na tabela 9. Nao houve efeito de aditivo sobre quaisquer das
varaveis avaliadas.

Autores como Green et al. (1999); Plazier et al. (2000); Ruiz et al. (2001) e Gallardo et
al. (2005), ao utilizarem monensina, também ndo observaram alteracGes no consumo de MS.
Garcia et al. (2000), utilizando monensina em cabras alimentadas com dieta composta por
50% de concentrados e 50% de volumoso (feno de alfafa), e Rodrigues et al. (2001),
utilizando monensina em ovinos recebendo 25, 50 ou 75% de concentrados na dieta, também

ndo constataram mudancas no consumo de MS.
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Abe et al. (1994), ao utilizarem vacas leiteiras, Restle et al. (2001), ao trabalharem
com novilhas e vacas de corte em confinamento, e Maas et al. (2001), com ovinos em regime
de pasto, também observaram diminui¢do no consumo de matéria seca com a administracao
de monensina. Oliveira et al. (2005) observaram que a adi¢do de 28 mg de monensina/Kg de
MS consumida para novilhos holandeses fistulados no rumen reduziu o consumo de matéria
seca. Acredita-se que a reducdo do consumo observada com a suplementacdo de monensina
esteja relacionada com um provavel aumento no aporte de energia promovido pelo ion6foro.
O maior aporte de energia, devido ao aumento do propionato disponivel, resultante das
mudancas na populacdo microbiana ruminal provocada pelo ion6foro, pode contribuir para
uma diminui¢do no consumo alimentar (OLIVEIRA et al., 2007).

Beauchemin et al. (2007), utilizando extrato de tanino de quebracho (minimo de 90%
de taninos condensados) para bovinos, nas quantidades de 0, 1, e 2% de MS da dieta, ndo
obtiveram efeitos significativos sobre o consumo e digestibilidade da MS, EB, FDA, FDN.
No entanto, diminuiu-se linearmente a digestibilidade aparente da PB, com redugéo de 5 e
15%, para os tratamentos com 1 e 2% de extrato de tanino. Em seu experimento, Mezzomo
(2010), utilizando extrato de tanino condensado de quebracho (0,4% sobre a MS da dieta)
como aditivo para bovinos de corte, alimentados com dietas de alta proporcdo de
concentrados e com farelo de soja como fonte de proteina verdadeira, também néo encontrou

efeito significativo para o0 CMS.

Tabela 9- Efeito de aditivos alimentares sobre o consumo da MS e dos nutrientes em vacas secas canuladas no

ramen
Tratamentos
Variaveis Controle Monensina Tanino EPM  Probabilidade
CMS (kg/dia) 18,12 17,18 17,71 0,41 0,4966
CPB (kg/dia) 2,15 2,03 2,09 0,05 0,4885
CEB (Mcal/dia) 76,57 72,80 75,07 1,71 0,5272
CFDN (kg/dia) 5,78 5,49 5,65 0,13 0,4970
CFDA (kg/dia) 3,47 3,29 3,40 0,08 0,4866
CEE (kg/dia) 0,56 0,53 0,55 0,01 0,4669
CENN (kg/dia) 8,39 7,95 8,20 0,19 0,4934
CMO (kg/dia) 16,85 16,01 16,47 0,39 0,5299
CP (kg/dia) 0,077 0,072 0,075 0,002 0,4096

CMS= Consumo de matéria seca; CPB= Consumo de proteina bruta; CEB= Consumo de energia bruta; CFDN=
Consumo de fibra em detergente neutro; CFDA= Consumo de fibra em detergente acido; CEE= Consumo de extrato
etéreo; CENN= Consumo de extrativo ndo nitrogenado; CMO= Consumo de matéria organica; CP= Consumo de fosforo.
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Digestibilidade aparente total

Os dados dos coeficientes de digestibilidade da MS e suas fracGes (Tabela 10) ndo
foram afetados por nenhum dos tratamentos testados. Para tanto, os coeficientes de
digestibilidade encontrados apresentam-se dentro do esperado.

Muitos autores (LEE et al., 1990; McCANN et al., 1990; ARAUJO et al., 1991; SU et
al., 1993; POTI; BEDO, 1994; SALLES; LUCCI, 2000; PLAIZIER et al.,, 2000) tém
comprovado melhora na digestibilidade, em diferentes graus e de diversos nutrientes, quando
a monensina é oferecida a ruminantes. Entretanto, neste experimento, a monensina ndo
influenciou a digestibilidade de nenhum dos nutrientes avaliados (Tabela 10). Esses
resultados indicam que, a taxa de passagem possivelmente ndo sofreu alteracéo significativa,
visto que ndo houve diminui¢do no consumo de MS nos animais alimentados com a dieta
contendo monensina. Dados semelhantes foram observados por Zinn e Borques (1993) e Zinn
et al. (1994), onde trabalharam com novilhos que recebiam dietas de alto concentrado, e por
Marino (2008), que trabalhou com os modificadores ruminais monensina sodica e anticorpos

policlonais.

Tabela 10 - Efeito de aditivos alimentares sobre a digestibilidade aparente total da MS e suas fracdes em vacas
secas canuladas no rimen

Tratamentos
Variaveis Controle Monensina Tanino EPM Probabilidade
CDMS (%) 81,56 83,26 79,82 1,01 0,3070
CDPB (%) 79,62 82,01 77,38 0,90 0,0819
CDEB (%) 81,52 83,41 79,73 1,00 0,2580
CDFDN (%) 74,04 75,22 70,19 1,60 0,3624
CDFDA (%) 74,23 75,27 69,11 1,84 0,2658
CDEE (%) 87,53 89,55 87,17 0,66 0,1578
CDENN (%) 88,46 90,27 87,89 0,77 0,3129
CDMO (%) 82,33 84,13 80,48 0,99 0,2553
CDP (%) 67,68 70,51 64,92 2,04 0,4290
NDT (%) 80,10 81,82 78,38 0,93 0,2546

CDMS= Coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDPB= Coeficiente de digestibilidade da proteina bruta; CDEB=
Coeficiente de digestibilidade da energia bruta; CDFDN= Coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro;
CDFDA= Coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente &cido; CDEE= Coeficiente de digestibilidade do extrato
etéreo; CDENN= Coeficiente de digestibilidade do extrativo ndo nitrogenado; CDMO= Coeficiente de digestibilidade da
matéria organica; CDP= Coeficiente de digestibilidade do fésforo; NDT= Nutrientes digestiveis totais.

Em relacdo aos efeitos da administracdo de iondforos, mais especificamente a
monensina, sobre a digestibilidade aparente em ruminantes, os resultados sdao bem variados.
Em novilhos alimentados com dietas de alto concentrado, foi observada melhora na
digestibilidade da MS com a suplementacdo de monensina (WEDEGAERTNER; JOHNSON,
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1983). Com o aumento da suplementacdo de monensina (0, 1 e 2 mg/Kg de PV) para bezerros
em crescimento, em sistema de confinamento, Salles e Lucci (2000) relataram aumento linear
para os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca. Beede et al. (1986)
descreveram aumento da digestibilidade da MS, em dietas de baixa inclusdo de proteina para
novilhos (8,7% na MS), com suplementacdo de monensina. Em dietas com baixo ou alto teor
de fibra fornecidas a novilhos mesticos Holandés X Brahman, a suplementagdo com
monensina promoveu aumento da digestibilidade da MS (ARAUJO et al., 1991).

Para a digestibilidade da PB com a utilizagdo de monensina, Beede et al. (1986) e
Salles e Lucci (2000) observaram melhora neste coeficiente de digestibilidade com a
administragdo do ion6foro. Corroborando com estes achados, Rodrigues et al. (2001)
verificaram que a utilizacdo de monensina aumentou a digestibilidade total da proteina bruta,
independentemente do nivel de concentrado (25, 50 ou 75% da dieta) utilizado para ovinos.
Vacas em lactacdo mantidas em pastagem tiveram melhora na digestibilidade aparente do N,
quando suplementadas com monensina (RUIZ et al., 2001). Resultados semelhantes foram
observados por Araujo et al. (1991), ao trabalharem com novilhos mesticos Holandés X
Brahman, alimentados com dietas de baixo ou alto teor de fibra, suplementadas com
monensina. Acredita-se que a melhora da digestibilidade da PB com a utilizacdo de ionéforos
esteja relacionada com sua capacidade de reduzir a deaminagdo (RUSSELL et al., 1988). Ja
que os peptideos e aminoacidos que ndo sofreram deaminacdo podem ser convertidos em
proteina microbiana por cepas resistentes aos ionoforos (YANG; RUSSELL, 1993),
melhorando o aproveitamento da proteina disponivel (RODRIGUES et al., 2001).
Corroborando com os autores citados, no experimento em questdo, a digestibilidade da PB,
utilizando a monensina, apesar de ndo significativa (P>0,05), foi aumentada em 3%, quando
comparada a dieta controle. J& Thornton e Owens (1981), ao avaliarem os efeitos da
monensina sobre a digestibilidade aparente do N, em dietas com diferentes proporcbes de
forragem, nao observaram efeito do aditivo em nenhuma delas. Em vacas leiteiras em lactacdo
ou secas, a utilizacdo de monensina em dietas com alto nivel de forragem nédo alterou os
coeficientes de digestibilidade da PB (HAIMOUD et al., 1995; HAIMOUD et al., 1996).

Os coeficientes de digestibilidade aparente das fracGes fibrosas foram aumentados
com a suplementacdo de monensina em novilhos alimentados com dietas de alto concentrado
(WEDEGAERTNER; JOHNSON, 1983) e em bezerros em crescimento em sistema de
confinamento (SALLES; LUCCI, 2000). Em dietas contendo baixo ou alto teor de fibra,
fornecidas a novilhos mesticos Holandés X Brahman, a suplementacdo com monensina
promoveu aumento da digestibilidade da FDN (ARAUJO et al., 1991). Este aumento na
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digestibilidade da fibra com a suplementacdo de monensina foi relacionado com um maior
tempo de retencdo ruminal do alimento, promovido pelo ionéforo, permitindo, assim, mais
tempo para a digestdo microbiana (SPEARS, 1990).

Spears (1990), em revisdo bibliografica a respeito dos efeitos da utilizacdo de
ion6foros sobre a digestibilidade aparente da energia, citou que na média de 17 experimentos
houve melhora na digestibilidade em 2 pontos percentuais com suplementacdo de monensina,
em relagdo ao grupo controle, com uma variagéo de —0,9 a 9,2 %. No presente experimento, a
digestibilidade aparente da energia foi reduzida em 2,26% com a utilizagdo de monensina,
portanto uma reducdo superior ao descrito, mas ndo significativa (P>0,05) quando comparada
ao tratamento controle.

A suplementagdo com monensina melhorou o coeficiente da energia digestivel em
novilhos alimentados com dietas de alto concentrado (WEDEGAERTNER; JOHNSON,
1983) e da EB em bezerros (SALLES; LUCCI, 2000). Acredita-se que a melhora na
digestibilidade com a utilizagdo de ionoforos esteja relacionada com sua afinidade em
transportar cations monovalentes através das membranas, aumentando a concentragdo
intracelular de céations. Este incremento estimularia a atividade da bomba sddio-potéssio e
afetaria a taxa de absorcdo do trato gastrointestinal, j& que a absorcéo de diversos nutrientes é
dependente do transporte de sodio e da energia proveniente da bomba Na+/K+-ATPase
(SPEARS, 1990).

Por outro lado, Sooden-Karamath e Youssef (1999), ao estudar os efeitos da
suplementacdo com monensina em uma dieta a base de feno de arroz tratada com uréia mais
concentrado e capim, para ovinos ou caprinos, observaram que ndo houve efeito do aditivo
sobre a digestibilidade da MS e suas fraces. Resultados semelhantes foram observados por
Oliveira et al. (2007), ao trabalharem com ovinos que recebiam dietas com um dos dois teores
de proteina bruta, 11,4 ou 16,0% na MS. Ainda, corroborando para estes achados, Ricke et al.
(1984) observaram que a administracdo de monensina ndo influenciou a digestibilidade da
MS para cordeiros. No tratamento que a monensina foi suplementada sozinha ou em
combinacdo com levedura (Saccharomyces cerevisiae), o aditivo ndo afetou a digestibilidade
da MS, em dietas com relacdo volumoso:concentrado de 50:50 para ovinos (GARCIA et al.,
2000).

Beede et al. (1986), observaram que a suplementacdo com monensina ndo influenciou
a digestibilidade da FDN e FDA em dietas de baixa inclusdo de proteina para novilhos (8,7%
na MS). Garcia et al. (2000) e Araujo et al. (2006), em experimentos com ovinos, nao

observaram efeitos da suplementacdo com monensina sobre a digestibilidade da FDN, FDA
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ou hemicelulose. Corroborando com estes achados, Dinius et al. (1976) ndo observaram efeito
do fornecimento de monensina em dietas de alta forragem para novilhos sobre a
digestibilidade da hemicelulose e celulose. Spears (1990) cita que a digestibilidade da fibra
em resposta a suplementacdo com monensina é influenciada pela fonte de fibra na dieta, além
de suas caracteristicas fisicas e quimicas.

Em dietas com diferentes propor¢des de forragem, Thornton e Owens (1981) néo
observaram efeitos da suplementacdo com monensina sobre a digestibilidade aparente das
fracOes de carboidratos. Resultados semelhantes foram observados por Haimoud et al. (1995)
e Haimoud et al. (1996), onde a digestibilidade do amido n&o foi alterada com a
suplementacdo de monensina em dietas com alto nivel de forragem para vacas leiteiras em
lactacdo ou secas. Ainda, corroborando com estes resultados, Eifert et al. (2005) néo
verificaram efeitos da suplementacdo com monensina sobre a digestibilidade de carboidratos
ndo-fibrosos e totais em dietas para vacas em lactacdo. Plaizier et al. (2000) investigaram o0s
efeitos da suplementacdo com monensina para vacas leiteiras ao longo do periodo pré e pos-
parto. Foi observado aumento da digestibilidade da FDN e FDA apenas no pré-parto, aumento
da digestibilidade do N apenas no pds-parto e aumento da digestibilidade da energia no pré e
poOs-parto.

Com relagdo ao tanino, no experimento em questdo, também ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) para os coeficientes de digestibilidade avaliados (Tabela
10). E conveniente ressaltar que os resultados encontrados na literatura acerca da utilizagao de
taninos condensados sobre a digestibilidade dos componentes da dieta sdo consideravelmente
variaveis, provavelmente, devido a elevada variedade entre a estrutura dos taninos, as doses
utilizadas e as espécies animais testadas.

Em revisdo realizada por Barry e McNabb (1999), o fornecimento de taninos
condensados oriundo de Lotus corniculatus na concentracdo de 3% a 4% da matéria seca
(MS) aumentou a absorcdo intestinal de aminoacidos essenciais, sem afetar o consumo.
Segundo os autores, concentracbes em torno de 0,5% na MS da dieta podem evitar a
ocorréncia de timpanismo, em razdo da reducdo da degradabilidade ruminal da proteina.
ConcentracGes médias de 1% a 2% na MS, em leguminosas, ndo parecem causar efeito sobre
a digestdo da proteina (PONCET; REMOND, 2002). Em estudos realizados com
leguminosas, quando fornecida em altas concentracdes (6% a 12% na MS), pode haver
depressdo do consumo voluntario e reducdo na eficiéncia do processo digestivo e
produtividade animal (FRUTOS et al.,, 2002). Corroborando com o encontrado por estes

pesquisadores, ressalta-se que os coeficientes de digestibilidade da PB e da FDN para a dieta
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com tanino, foi reduzido em 2,81% e 5,20%, respectivamente, quando comparado a dieta
controle, apesar de néo significativos (P>0,05).

Mezzomo (2010), utilizando tanino condensado de quebracho (0,4% sobre a MS da
dieta) como aditivo para bovinos de corte alimentados com dietas de alta proporcdo de
concentrados e com farelo de soja como fonte de proteina verdadeira, observou diminuiucéo
da taxa de digestdo e degradabilidade ruminal da proteina bruta, sem alterar o0 consumo dos
animais, implicando em efeitos positivos sobre a utilizacdo da proteina bruta, aumentando 0s
niveis de proteina metabolizadvel e diminuindo o desperdicio de nitrogénio, sem alterar 0s
parametros ruminais, otimizando a assimilacdo de nitrogénio no ambiente ruminal. O mesmo
autor também verificou efeito positivo (P<0,10) da suplementacdo com tanino condensado
sobre a digestibilidade do extrato etéreo.

O uso de tanino condensado pode causar diminui¢éo da taxa de degradagdo ruminal da
proteina. Isto indica um possivel aumento na proteina ndo degradada no rimen (PNDR) e,
com isso, um aumento do fluxo de proteina metabolizavel, desde que a sintese de proteina
microbiana no ramen e a digestibilidade instestinal da PNDR ndo sejam prejudicadas pela
inclusdo de tanino. O aumento da sintese de proteina microbiana, sem alteracdo da PB da
dieta, pode trazer grandes beneficios ao sistema produtivo, pois ocorre melhora na eficiéncia
de uso da proteina dietética, o que representa reducdo dos custos com alimentacdo dos
animais.

A presenca de teores moderados de taninos condensados no rumen esta relacionada a
protecdo da proteina da dieta contra a degradacdo pelos microrganismos ruminais,
aumentando o fluxo de proteina para absorcdo no intestino (MIN et al., 2003; MUETZEL,;
BECKER, 2006). No entanto, a estabilidade do complexo tanino-proteina ¢ dependente da
afinidade entre o tanino e a proteina ou outras macromoléculas, determinando a
reversibilidade do processo no intestino (MAKKAR, 2003). Avaliando a degradacdo de
Rubisco (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase), principal proteina da folha de
leguminosas, Aerts et al. (1999) observaram que a acdo dos taninos condensados sobre sua
degradacdo pode ocorrer pela interacdo direta com a proteina e/ou com enzimas proteoliticas
de origem microbiana.

Muitos trabalhos tém comprovado a diminuicdo da degradabilidade da proteina bruta
no rimen em fun¢do do uso de tanino, sendo a maioria baseada em ensaios in situ (MIN et al.,
2006) ou in vitro (LOYOLA et al., 1998; BATTESTIN et al., 2004; GUIMARAES-BEELEN
et al., 2006), os quais sugerem que ha um possivel aumento da proteina dietética, quando se

inclui tanino condensado. Porém, métodos in vitro, apenas simulam a dindmica ruminal, com
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algumas limitacGes principalmente no que diz respeito a movimentos peristalticos do trato
gastrintestinal, ruminagdo dos animais, entrada de nutrientes e saida de produtos, variagdo de
pH, concentracdo de produtos de fermentacdo e temperatura. Por outro lado, os métodos in
situ mostram-se um pouco mais préximos do real, porém, ainda com limitacGes,
principalmente frente a nutricdo animal (SINGER, 2007). Portanto, 0s ensaios in vivo de

digestibilidade e degradabilidade se tornam mais reais e precisos.

Excrecdo da matéria seca e dos nutrientes

Na tabela 11, visualizam-se os valores de excre¢cdo da matéria seca (ExMS) e de suas
fracbes de nutrientes, para os efeitos dos aditivos utilizados, sendo que estes ndo foram
significativos (P>0,05) para nenhuma das variaveis estudadas. Entretanto, foram encontrados
poucos dados na literatura sobre a EXMS e de nutrientes na dieta de bovinos alimentados com
diferentes aditivos. Entende-se que este tipo de informac&o tendera a crescer dada a eminéncia
com a preocupacao ambiental.

Para todas as varidveis analisadas, a dieta com momensina apresentou valores
numericos inferiores as dietas controle e tanino, estando de acordo com o encontrado em
literatura, com relacdo a melhora da fermentacdo ruminal e consequente melhora da
digestibilidade dos nutrientes. No entantto, os valores ndo foram estatisticamente
significativos (P>0,05).

Plaizier et al. (2000), ao fornecerem monensina em capsula de liberacdo controlada a
vacas leiteiras, observaram que, apds o parto, a monensina aumentou a digestibilidade
aparente do nitrogénio e melhorou o balanco de nitrogénio de -77,8 para -44,9 g/dia. Aumento
na digestibilidade aparente do nitrogénio e reducdo na perda de nitrogénio fecal também
foram relatados por Ruiz et al. (2001) em estudo no qual forneceram monensina a vacas
leiteiras alimentadas com dietas a base de forragem fresca com monensina (350 mg/vaca/dia).
Corroborando com os dados apresentados, a monensina promoveu uma reducao de 15,9% na
excrecdo de PB e de 16,18% na excrecdo de N, apesar de ndo ter ocorrido reducdo no
consumo de MS da dieta, indicando que a dieta com monensina possivelmente promoveu uma
melhora da sintese microbiana e um melhor aproveitamento destes.

A inclusdo de taninos condensados na alimentacdo animal é, muitas vezes, vista como
um fator anti-nuticional, podendo causar diminuicdo do consumo de matéria seca e reducao

da digestdo de proteinas e fibras. Segundo Lascano et al. (2001) e Silanikove et al. (2001), o
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tanino pode prejudicar a digestibilidade de carboidratos fibrosos, amido e proteina.
Entretanto, o efeito desse aditivo sobre a alimentacdo animal depende de vérios fatores, tais
como: concentracdo do tanino na dieta fornecida, tipo de tanino utilizado, espécie animal que
0 consumira e composicao geral da dieta (BARAHONA et al., 1997; SCHOFIELD et al.,
2001). Butler (1989) associou a reducdo da digestibilidade da proteina, causada pelos taninos,
a diminuicdo da atividade de enzimas ligadas a digestdo das proteinas, em que possiveis
ligacGes entre os taninos e estas enzimas seriam as responsaveis por esta inatividade.
Komolong et al. (2001), ao trabalhar com teores crescentes de extrato de quebracho na dieta
de ovinos, observaram reducdo de 10% na digestibilidade aparente do nitrogénio, associada
ao incremento de N das fezes. No presente experimento, o tratamento com tanino condensado
promoveu um aumento de 6,81% na excrecdo de PB e de 10,29% na excre¢do de N, quando
comparada a dieta controle, apesar de ndo apresentar um efeito significativo (P>0,05).
Corroborando com os autores citados, estes aumentos na excre¢do possivelmente estejam
associados a formagdo do complexo tanino-proteina no ramen, dificultando a digestdo das
mesmas e ocasionando a passagem de uma maior quantidade de PB ao omaso, sendo parte

desta utilizada pelo animal e o restante eliminada nas fezes e urina.

Tabela 11 - Efeito de aditivos alimentares sobre a excre¢do da MS e dos nutrientes em vacas secas canuladas no

ramen
Tratamentos
Variaveis Controle Monensina  Tanino EPM Probabilidade
ExMS (kg/dia) 3,36 2,87 3,55 0,191 0,2426
ExPB (kg/dia) 0,44 0,37 0,47 0,022 0,0891
EXEB (Mcal/dia) 14,25 12,07 15,13 0,810 0,2063
ExXFDN (kg/dia) 1,51 1,36 1,66 0,088 0,3132
ExFDA (kg/dia) 0,90 0,81 1,03 0,059 0,2273
EXEE (kg/dia) 0,070 0,057 0,070 0,004 0,2317
EXENN (kg/dia) 0,98 0,76 0,99 0,075 0,2410
ExMO(kg/dia) 2,99 2,54 3,19 0,174 0,2075
ExXN (kg/dia) 0,068 0,057 0,075 0,004 0,0765
ExP (kg/dia) 0,027 0,022 0,028 0,002 0,2175

ExMS= Excrecdo de matéria seca; ExPB= Excrecdo de proteina bruta; EXEB= Excre¢do de energia bruta; EXFDN=
Excrecéo de fibra em detergente neutro; ExXFDA= Excrec¢do de fibra em detergente &cido; EXEE= Excrecéo de extrato
etéreo; EXENN= Excre¢do de extrativo ndo nitrogenado; ExMO= Excre¢do de matéria organica; ExXN= Excrecao de
nitrogénio; ExP= Excrecéo de fosforo.

Aumento da eficiéncia de sintese de proteina microbiana e diminuicdo da
degradabilidade da proteina dietética no ramen sdo benéficos aos ruminantes para fins de
producdo, resultando em maior producdo de leite, carne e I& e/ou menor custo de producao.

Além disso, esses efeitos podem reduzir a necessidade de proteina na deita de ruminantes,
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reduzir a producdo de metano e excrecdo de nitrogénio para o ambiente, mitigando assim 0s
poluentes ambientais.

Os minerais podem ser excretados por uma série de vias nos ruminantes: fezes, urina,
suor, leite, pélos, etc. Alguns sdo excretados em maiores quantidades nas fezes (P, Cu, Zn, N),
enquanto que outros sdo excretados por outras vias, como o suor (Na, K). Hoje existe uma
grande preocupacgdo para tentar reduzir a incorporacdo de poluentes ao meio ambiente. A
excrecao fecal de minerais pode ser afetada por uma série de fatores: niveis de volumoso da
dieta (ARAUJO et al., 2001), fonte de minerais (SPEARS, 1996), forma fisica, qualidade da
dieta e a quantidade da proteina, interacdo entre minerais, processamento dos alimentos,
idade, sexo, estado fisioldgico, estado sanitério, entre outros fatores (HOUSE, 1999).

Segundo Barcellos (1998), véarios autores tém demosntrado a importancia do P sobre a
atividade dos microrganismos do rimen, salientando a diminuicdo da producdo de &cidos
graxos de cadeia curta quando ocorre a sua deficiéncia, da mesma forma que a populacéo de
protozoarios, o rendimento de ATP e a atividade das bactérias celuloliticas. De acordo com o
pesquisador, a exigéncia das bactérias celuloliticas por fosforo pode ser tdo elevada quanto as
exigéncias do animal hospedeiro. Fato este que possivelmente pode explicar a redugéo, apesar
de ndo significativa, na excrecdo de P na dieta com monensina, ocorrido devido a uma maior
utilizacdo do P pelos microrganismos, ja que a monensina tem como caracteristica aumentar a
degestibilidade dos nutrientes Para a dieta com tanino condensado, 0 aumento na excre¢do do
P seria possilvelmente devido a este aditivo dificultar a digestibilidade dos nutrientes,

principalmente da PB, pelos microrganismos e consequente reducao na utilizacéo do P.

4.4 Conclusotes

A utilizacdo dos aditivos monensina sddica (300 mg/animal/dia) ou tanino condensado
(0,4% da dieta), extraido da casca da Acacia-negra (Acacia mearnsii), com pureza de 68%,
nas dietas dos animais deste experimento nao causaram efeito significativo sobre o consumo,
digestibilidade aparente total e excrecdo da MS, PB, EB, FDN, FDA, EE, ENN, MO ou P,
nem sobre a digestilibildade do NDT ou na excrecdo de Nitrogénio.

Portanto, a utilizacdo dos aditivos monensina ou tanino, nas dosagens utilizadas, nao
interferem sobre o consumo, digestibilidade e excrecdo dos nutrientes, em bovinos

alimentados com dietas mistas (50% de concentrados).
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