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RESUMO

VASQUEZ, D. C. Z.Inclusdo de monensina ou tanino na dieta de bovinasobre a
emissdo de metano determinada pela técnica do gaagador SF. [Monensin or tannin
inclusion in cattle diet on methane emission deiteeohby the sulfur hexafluoride (§FRracer
technique]. 2015. 63 fDissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade edidiha
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sédo P&itassununga, 2015.

A emissédo de gases de efeito estufa (GEE) é umarnifaspais causas do aquecimento
global, sendo uma problemética mundial das ultideasdasO dioxido de carbono (CQ o
metano (CH) e oxido nitroso (MO) s&o os principais GEE e os ruminantes sdo uas do
maiores contribuintes com a producao desses gasegindo, devido ao processo digestivo
de fermentacdo entérica. Na busca de estratégrasdpainuir as emissfes de metano e
melhorar a produtividade animal, aditivos alimeesatém sido utilizados nas dietas dos
animais. Assim, o objetivo deste trabalho foi aadi inclusédo de aditivos alimentares sobre a
producdo de metano determinada pela técnica dvagaglor Sk assim como, 0 consumo de
matéria seca, a dinamica ruminal e a contagem ¢otiiflerencial de protozoarios do ramen.
Seis vacas ndo-gestantes e nao-lactantes, convipesnedio de 784 + 87 kg e canuladas no
rimen, foram distribuidas a uma das trés dietagrarpntais, seguindo-se delineamento
experimental em quadrado latino 3x3 replicado (B=uhidades experimentais), sendo o0s
tratamentos: 1) Controle (CON): Dieta basal senugéo de aditivo; 2) Monensina (MON):
Dieta com adi¢céo de 300 mg de monensina sodicarporal por dia; 3) Tanino (TAN): Dieta
com adicdo de 68 g de extrato de tanino condendadecacia-negrg@Acacia mearns)i por
animal por dia. Os alimentos foram fornecidos diezes ao dia, na forma de racdo completa.
Cada periodo experimental foi constituido por 2&sdisendo 10 dias de adaptacdo as
respectivas dietas. A partir do dia 16 até o didazdm coletados os dados de consumo de
matéria seca e de producdo de metano, sendo @ste determinado a cada 24 horas, pela
técnica do gas tracador degSRo dia 21, coletou-se conteudo ruminal para detexcdo de
protozoarios. Quanto a dinamica ruminal, foi readz o esvaziamento ruminal nos dias 10 (3
horas apos alimentacdo matinal) e 11 (imediatamemites da alimentacdo matindf cada
periodo experimental. Os resultados foram analsatiavés do procedimento MIXED onde
0 modelo incluiu o efeito de tratamento como fdtwo e os efeitos de animal dentro de
quadrado, quadrado e periodo como fatores aleatdi@o houve diferencas significativas
(P>0,05) entre os tratamentos para as variaveodsumo de matéria seca, como também,
para os parametros de dinamica ruminal (P>0,05)éfimaseca do conteudo ruminal, massa

liquida, massa solida, massa total, assim como daxaesaparecimento). A emissao de



metano (expressa em g/d, g/kg PV, g/kg”PVou Mcal/Ani/d) com o tratamento com
monensina foi menor em relagdo ao tratamento dentRara a contagem total e diferencial
de protozoarios foi verificado efeito de aditivaga subfamilidiplodiniinag, sendo que, o
tratamento com monensina diminuiu em 27,5% a cemadesta subfamilia em relacéo ao
tratamento com tanino. Referente ao géneotricha foi observado que os tratamentos com
monensina ou com tanino diminuiram em 31 e 30%eB@mente, este género em relacao
ao tratamento control@d adicdo de monensina (17 mg/kg de MSI) revelarsa alternativa
para reduzir as perdas energéticas geradas nacpmdie metano, assim como também na
reducdo de protozoérios, que albergam microrgarsismeianogénicos. Em relacdo ao tanino
(0,4% na dieta) acredita-se que com doses maiaddewa dieta possa resultar numa redugao

da emissdo de metano.

Palavras-chave: Aditivo. Gas de efeito estufa. Riamte.



ABSTRACT

VASQUEZ, D. C. Z.Monensin or tannin inclusion in cattle diet on melhane emission
determined by the sulfur hexafluoride (Sk) tracer technique [Inclusdo de monensina ou
tanino na dieta de bovinos sobre a emissdo de mataterminada pela técnica do gas
tracador SE. 2015. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciénciagjaeuldade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sédo P&itassununga, 2015.

The emission of greenhouse gases (GHG) is a majosecof global warming, being a
worldwide concern in recent decades. Carbon dioX@@,), methane (Ch and nitrous
oxide (N:O) are the main greenhouse gases and ruminantearef the major contributors to
the production of these gases around the worldtaltige enteric fermentation process. In the
search for strategies to reduce methane emissimh$ocaimprove animal productivity, food
additives have been used in animal diets latelysTkthe aim of this trial was to assess the
inclusion of food additives on methane emissionsaittle, using the sulfur hexafluoride ¢pF
tracer technique, as well as on dry matter intakeen dynamics and total and differential
counts of ruminal protozo&ix non-pregnant and non-lactating rumen-cannuleteds (784

+ 87 kg) were assigned to a replicated 3x3 Latuasg (18 experimental units). Treatments
were: 1) Control (CON) — basal diet with no additiinclusion; 2) Monensin (MON)—
addition of 300 mg of sodium monensin per animaldag, 3) Tannin (TAN) — addition of 68

g of concentrated extract of condensed tanAicatia mearns)i per animal per day. The
animals were fed total mixed ration twice daily.cEaxperimental period consisted of 21
days — the first 10 days were used for diet adaptaFrom day 16 up to 21, data about dry
matter intake and methane production were collet¢tedlatter done every 24 hours using the
sulfur hexafluoride (S tracer technique. On the day 21, ruminal contesd sampled for
protozoa determination. Regarding the rumen dynsyntiie rumen was emptied on dayg30
hours post-morning feedinggnd 11 (right before morning feeding) of each eixpental
period. The results were analyzed by MIXED proceddhe model included the effect of
treatment as fixed factor and the effects of persgglare and animal within square as random
factors. There were no significant differences (P5Pamong treatments for dry mater intake
variables, nor for ruminal dynamics parameters (natncontent dry matter, liquid mass, solid
mass, total mass or disappearance rate). Methaissiem(expressed in g/day, g/kg LW, g/kg
LW°® or Mcal/Ani/day) was lower for the group receivimpnensin compared to the control
group. For total and differential counts of protazthe additives affected ti@plodiniinae

subfamily, i.e. monensin decreased the count sfgabfamily by 27.5%, compared to tannin.



Regarding thdsotricha genus, treatments with monensin or tannin decreasayl 31 and
30% respectively, compared to the control treatm&he addition of monensin (17 mg/kg
DMI) revealed to be an alternative to reduce thergynlost by methane production, as well as
to decrease the protozoa, which host methanogemonganisms. Regarding tannin (0.4% in
the diet), it is believed that higher doses in thet can lead to a reduction in methane

emission.

Keywords: Additive. Greenhouse gases. Ruminant.
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1 INTRODUCAO

O aquecimento global € uma problematica mundial [damas décadas, sendo a
emissao de gases uma das principais causas. Dsmrancipais gases de efeito estufa (GEE)
causadores desse aquecimento, encontram-se odalixicarbono (C£), o metano (Ch) e 0
oxido nitroso (NO). Apesar de, as concentracdes de ENLO na atmosfera serem menores
que a do CQ a mensuracao de seus fluxos de emissdo é imodanido a esses gases
apresentarem potencial de aguecimento global de 236 vezes maior em relagdo ao,CO
respectivamente (SNYDER et al., 2008).

A pecuaria bovina contribui significativamente caremissdo de GEE no mundo,
principalmente com a emissao de ¢ origem entérica (MCT, 2010), através do praress
de fermentacdo ruminal. Este € o resultado dasatetividade da microbiota presente no
rimen, que degradam o0s componentes da dieta (®e]ulemicelulose, pectina, amido,
acucares, entre outros) e os convertem em prodaies;omo, acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e gases (COe CH,). Os AGCC (principalmente acético, propionico diro)
representam cerca de 60 a 85% da energia metallizgada pelos ruminantes. Em relagcéo
a emissdo de metano, esta é determinada pelafdietrida ao animal, sendo que, maior
propor¢cdo de forragens favorece a sintese do &wiético, disponibilizando um maior
namero de moléculas de hidrogénio no meio rumirfaverecendo, desta forma, 0 aumento
da producdo de CHOWENS; GOETSCH, 1993), o que pode representae @ 12% de
perda da energia bruta ingerida, de acordo cordiocado por Johnson e Johnson (1995).

A producdo de metano pode ser reduzida através ataputacdo da fermentacdo
ruminal pela inclusdo de aditivos na alimentac&m coobjetivo de minimizar os processos
ineficientes para o animal. Pesquisas evidenciama gnande variedade de aditivos que
podem ser utilizados para este fim, incluindo ohilbes da producdo de metano, inibidores da
proteodlise, iondforos, enzimas microbianas, entrieos (REIS et al., 2006; GERBER et al.,
2013). A monensina tem sido um dos ionéforos mstisdados para aumentar a eficiéncia da
utilizacdo da energia no metabolismo dos microgyans ruminais e do animal, porém, sua
utilizagdo tem gerado controvérsia quanto a pdafalie de resisténcia que este pode causar
nos microrganismos ruminais do animal ou, inclusipara o homem (RUSSELL,
HOULIHAN, 2003). Entretanto, os taninos condensadd€), que sao metabdlitos
secundarios de plantas, formados por compostodidesppodem formar complexos com

proteinas e carboidratos, além disso, ndo sao darasios toxicos, devido a que nao sao
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absorvidos no rimen como acontece com os tanimedsollveis (TH) que causam danos
na membrana intestinal e em 6rgdos como: figads, Bntre outros (MAKKAR, 2003).
Desta forma os CT mostram-se como uma possibilidatieral de mitigacdo do gas metano,
através da modificacdo na fermentacdo ruminal,dde&iprotecéo da proteina e celulose do
alimento no ramen. Portanto, a degradacéo de peotereduzida no rGmen enquanto que se
aumenta a disponibilidade no intestino delgado.

Existem diferentes métodos utilizados para quaatifia emissdo de metano em
ruminantes, entre estes métodos mais conhecidositeam-se: as camaras respirométricas, a
producdo de gés vitro e a técnica de hexafluoreto de enxofregS$endo este ultimo, um
método que permitgue 0s animais se desloguem e pastejem normalmedinténando a
necessidade de confinar os animais em gaiolas é@itas, permitindo, desta forma, um
comportamento natural do animal (PRIMAVESI et 2004a). Portanto, a emissdo de metano
determinada por esta técnica € medida com a ajgidendgas tracador dentro do rumen, que
possui uma taxa de emissao conhecida e constééne,d&sso, o tracador caracteriza-se por
nao ser toxico, ser fisiologicamente inerte e mésBe com o ar do raimen do mesmo modo
como o metano (JOHNSON; JOHNSON, 1995).

Como hipotese deste trabalho foi proposto que a thx emissdo de metano e a
contagem total e diferencial de protozoarios seaor em bovinos alimentados com dietas
contendo monensina ou tanino quando comparada aigat@acontrole. Da mesma forma, a
dindmica ruminal sera afetada por alguns dos textéws com inclusdo de monensina ou
tanino fornecidos na dieta de bovinos. Posto istmbjetivo deste trabalho foi avaliar a
inclusdo de monensina ou tanino na dieta de boobee a emissdo de metano determinada
pela técnica do géas tracadorsSHssim como, sobre o consumo de matéria seca, midaa

ruminal, e a contagem total e diferencial de prodoms do ramen.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FERMENTACAO E CARACTERIZACAO DO AMBIENTE RUMINAL

Em ruminantes, a fermentacéo ruminal se da pelalatie fisica e microbiologica no
rumen, que transforma os componentes dietéticopreteina microbiana, 4cidos graxos de
cadeia curta, vitaminas do complexo B e vitamindé&m como também em metano, diéxido
de carbono, amonia e nitrato (OWENS; GOETSCH, 1993)

A manutencdo e o bom desenvolvimento de uma pdgulagcrobiana ruminal ativa
depende de varias condigBes que 0s animais devertenmmeomo a osmolaridade, que varia
entre 260 e 340 mOsm, sendo mantida razoavelmemgtante e proxima a 280 mOsm
(OWENS; GOETSCH, 1993); o pH ruminal que oscila@it5 a 7,2, dependendo da dieta,
sendo encontrados valores mais baixos de pH emvats curtos, apds a alimentacdo dos
animais com dietas ricas em carboidratos ndo aestigf a temperatura do ambiente ruminal,
que pode variar de 38°C a 41°C, sendo o ideal d€ 3ara uma boa manutencdo da
populacdo microbiana (STROBEL; RUSSELL, 1986) &;{btmo, o potencial redox que se
encontra entre -250 e -450 milivolts, refletindeéncia de oxigénio e 0 excesso de potencial
redutor (VAN SOEST, 1994).

2.2 MICRORGANISMOS RESPONSAVEIS PELA FERMENTACAO RUMINA

O ecossistema ruminal estd formado por microrgasesmrepresentados
principalmente por bactérias (20 10" células/mL), protozoarios (10 1°/mL de contetido
ruminal), fungos anaerébios EL010° zodsporos/mL) drchaeas(metanogénicos) (ARCURI
et al., 2006).

As bactérias ruminais estdo agrupadas em func&alkirato que fermentam e podem
ser classificadas em fermentadoras de carboidestivaturais (celuloliticas ou fibroliticas),

nao-estruturais (amilotiticas e pectinoliticasptgoliticas e lipoliticas (ARCURI et al., 2006).
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Os fungos ruminais podem contribuir com até 8% desa microbiana. Existem
evidencias de fungos como dseocallismastix frontalis, Sphaeromonas commuais
Piromonas communislegradam carboidratos estruturais, exercenda fl@sha, um papel na
degradacédo da fibra, principalmente na estrutgraoicelulose (YOKOYAMA; JOHNSON,
1993; CARVALHO et al., 2003).

Quanto aos protozoarios ruminais, estes podem @anger cerca de 2% do peso do
contetido do riimen, sendo a maioria protozoarieo$ (16 - 16* por mL) (YOKOYAMA;
JOHNSON, 1993). Os ciliados ruminais tém evoluidapm grupo altamente especializado.
Estes sdo microrganismos anaerobicos, que podemerfear material vegetal para obtencéo
de energia, e crescer a temperaturas do rimerresanga de bilhdes de bactérias. Géneros
como Dasytrichae Isotricha utilizam principalmente carboidratos solUveis éigsacarideos
nao-estruturais das plantas como fontes de enédNMRGUEIRA FILHO et al., 1990;
DEHORITY, 2003). Os protozodrios da subfamil@iplodiniinae s&o considerados
principalmente, microrganismos celuloliticos, autaado suas populacées em dietas fibrosas
(WILLIAMS; COLEMAN, 1992).

Os protozoarios do génekntodiniumengolfam e utilizam grédos de amido, para o
crescimento, sendo este género o mais predominanpepulacao de bovinos (DEHORITY,
1991). Estes microrganismos podem ser sensivesteantinados aditivos. Autores como
Carulla et al. (2005) usando extrato de taninodobtiaAcacia mearnsjireportaram uma
reducdo no numero de protozoarios holotricha enthase Da mesma forma, Animut et al.
(2008) verificaram uma diminuicdo do total de prat@rios de cabras, utilizando diferentes
niveis (100, 67, 33 e 0 com base MS) de duas fensagorghum bicolore Lespedeza
striata) com concentracdes de tanino condensado de 03 eg/kg de MS nas forragens
respectivamente, sendo mais efetivo em reduzirtad the protozoarios o tratamento com
100% delepedeza striatgpela maior concentracdo de tanino na dieta.

Alguns protozoarios sdo celuloliticos, porém, cabe salierjue, 0s principais
substratos utilizados pelos protozoarios como fdetenergia sdo aclucares e amidos que séo
assimilados rapidamente e estocados na forma dpamtiina ou amido. Portanto, os
protozoarios tém um efeito estabilizador da fermedd, uma vez que as bactérias ndo tém
acesso a uma quantidade excessiva de substratutarmpente fermentaveis (ARCURI et al.,
2006).

Em animais alimentados com cana-de-acUcar a p@mlde protozoarios aumenta,

engquanto que, dietas ricas em concentrados levam @H mais baixo, tornando o ambiente
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prejudicial para os protozoarios. De acordo a igtmle-se indicar que o pH ideal para estes
microrganismos € por volta de 6,5 (CARVALHO et 2003).

No rimen, os microrganismos tém uma distribuicdmeal e dividem-se em trés
proporcdes: populacédo do liquido ruminal, microrgiamos aderidos a fracdo solida da digesta
e populacdo ligada a parede ruminal (ARCURI et 2006). Referente aos protozoarios
ciliados, estes se associam as particulas solmas ama estratégia de sobrevivéncia, uma
vez que o seu tempo de geracao (multiplicacdopérsur a taxa de passagem da fase liquida
(WILLIAMS; COLEMAN, 1997).

2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A FERMENTACAO RUMINAL

2.3.1 Dieta

A composicdo da dieta determina parcialmente odypos da fermentacdo ruminal,
bem como a distribuicdo da populagdo microbianaufliea os nutrientes dos alimentos no
rumen (OWENS; GOETSCH, 1993; VAN SOEST, 1994). &uu, dietas com altos teores
de proteina favorecem microrganismos proteoliticesquanto que, dietas com alto
concentrado estdo associadas a uma grande populacailizadores de amido. Por outro
lado, dietas baixas em fibra e altas em concerdrgde tendem a ter altas taxas de digestéao e
producdo de acidos graxos de cadeia curta, quendiemaum maior grau de tamponamento
no ambiente ruminal, sendo favorecidos os micrasgaos mais tolerantes ao pH baixo. Isso
€ contrario o que acontece com 0s microrganismhgotiicos e metanogénicos, que sao
mais sensiveis a pH baixos (VALADARES FILHO et 2D06).

Comumente, em dietas com uma propor¢cédo de volucmsmentrado de 75:25, a
relacdo molar de acetato, propionato e butiratavem torno de 68:18:8%, entretanto, para
dietas com uma proporcdo de 20:80 (vic) esta relaggdde variar de 54:31:11%,
respectivamente, para as proporc¢des de acidossggExcadeia curta produzidos no rumen
(FAHEY; BERGER, 1993).
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2.3.2 pH

O pH do ramen pode influenciar profundamente a |agdw microbiana e,
consequentemente, nos produtos de fermentacaodalémiuenciar nas funcgdes fisioldgicas,
como motilidade e absorcdo ruminal (NAGARAJA; TITBEYER, 2007).

As bactérias celuloliticas e os microrganismos n@jénicos podem ser gravemente
afetados, especialmente quando o pH do rimen aaiabe 6,0. Os protozoarios do rimen
também sao afetados pelo pH baixo, que pode seoqado por excesso de concentrados na
dieta. Por outro lado, quando o pH € mantido cdecd,5 um grande niumero de protozoarios
do géneralsotricha e Entodiniumpodem estar presentes no rimen, mas, abaixo de 5,5
numero € muito reduzido (YOKOYAMA; JOHNSON, 1993).

Estudos tém demostrado, que quando o pH ruminahdirde 6,9 para 5,5, ocorre um
aumento na propor¢cdo molar de propionato, levanskima a diminuicdo da relacéo
acetato:propionato, por causa do decréscimo ddérlzecceluloliticas, produtoras de acetato
e burirato, que sédo sensiveis a um pH baixo, comtdd que acontece com as bactérias
amiloliticas, produtoras de propionato, considesactamo microrganismos mais resistentes
(CALSAMIGLIA et al., 2002; YANG et al., 2002).

2.3.3 Tampodes

A funcédo dos tampfes € de neutralizar o excessacd®s produzidos no rumen,
sendo a saliva o tamponante natural do ramen pidalyarincipalmente pela glandula
parotida com o estimulo da mastigacao. A saliva estinposta por 99 - 99,5% de agua, assim
como, de material inorganico (cloretos, fosfatasatbonato de potassio e bicarbonato de
sbédio) e material organico (proteina, uréia e majciesta secrecdo salivar nos ruminantes
tem um pH entre 8,2 a 8,4 (FURLAN et al., 2011).

A saliva secretada pelo animal depende principaineto tipo de alimento ingerido,
da preenséo e da mastigacdo do alimento, os cgraigorte papel na inducdo da secrecao
deste fluido, sendo a ruminacdo um forte estimwdoapativar a secrecdo das glandulas
salivares (FURLAN et al., 2011).
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2.3.4 lonéforos

Os ionéforos sdo substancias altamente lipofilitdgicos para muitas bactérias,
protozoarios e fungos, caracterizados por ter uso prolecular de 500 a 2000 daltons
(RUSSELL; STROBELL, 1989). A monensina, principahdéforo utilizado e pesquisado na
nutricdo de ruminantes, tem sido usada nos Estdduoi®s, em dietas para gado de corte em
sistemas de pastejo desde 1976 e para animaigteecoofinados desde 1978. Atualmente,
sédo conhecidos mais de 120 tipos de ionoforosteegak da fermentacéo de diferentes tipos
de actinomicetos, que sdo produzidos principalmpatebactérias do géneftreptomyces,
dos quais, unicamente quatro sdo admitidos paraasalietas dos ruminantes, sendo estes:
monensina, lasalocida, salinomicina e laidlomignapionato (MORAIS et al., 2011).

O mecanismo de acado esta relacionado com a cagadids ionoforos em se ligar a
cations monovalentes, como sodio, e formar comgldymfilicos capazes de atravessar a
membrana celular de bactérias Gram-positivas erd@zwarios (RUSSELL; STROBEL,
1989; CHOW et al., 1994), facilitando assim, o moemto de cations através da membrana
celular. As bactérias Gram-positivas sao forcadatdiaar sistemas de transporte celular para
dissipar o H e Na intracelular, tentando manter o equilibrio da @l(Figura 1). Nesse
processo ha gasto de ATP, provocando queda davaeseergética, alterando a divisdo
celular e, como consequéncia, diminui o funcionameficiente da bomba ionica, levando a
um aumento da pressdo osmatica e possivelmenteiziodd a morte dos microrganismos
(RUSSELL; STROBEL, 1989; MORAIS et al., 2011).
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Figural- Representagdo esquematica do efeito da
monensina (M) no fluxo de ions na bactéria

Sreptococcus bovis
EXTERIOR INTERIOR
Alto Na™, Baixo K* Alto K7, Baixo Na™

ATP

H- € H~-
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1= > 11"
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H <G=-——t3>tbmm——— H*

Fonte: Adaptado de Russell e Strobell (1989).

As bactérias Gram-negativas sdo mais resistentesgoadforos em virtude de sua
célula ser constituida por uma membrana externgprdéecdo formada por proteinas,
lipoproteinas e lipopolissacarideos, a qual contpaorinas com tamanho limite de
aproximadamente 600 daltons, que impedem a entleslaon6foros. Em contrapartida, as
bactérias Gram-positivas possuem s6 uma camadasaspe peptidoglicanos que, por ser
porosa, ndo impede a acdo da monensina (MORAIS 2041).

Os efeitos da monensina sobre a fermentacdo rurestdb relacionados com as
bactérias produtoras de acido acético, butiridazdaférmico e de hidrogénio como produto
final, jA que estas sdo suscetiveis aos ionéf@oguanto que, as bactérias produtoras de
acido succinico e propidnico séo resistentes (MCIR&lal., 2011).

Por outro lado, o efeito da monensina sobre a rogé@rese € indireto. Como dito
anteriormente, esta relacionado com a inibicdo aetébas que produzem hidrogénio e
formato (Figura 2). Portanto, a producdo de metimonui devido ao declinio na producéo
de H, considerado como o substrato primario da metaresgeruminal. Simultaneamente, a
reducdo do numero de protozodrios causada pelansioaeeva também a uma reducéo da
producdo de metano ruminal, j& que os protozofwimecem H asArchaeas metanogénicas
(RUSSELL; STROBELL, 1989).
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Figura 2 - Resumo dos efeitos dos ionéforos no nime

Inibicio Inibi¢io Inibigio produtores
produtores de H, produtores de NH; de lactato
l CH, l NH,4 l Lactato
I Propionato Disponibilidade I pH
Acelato proteina

Fonte: Adaptado de Russell e Strobel (1989).

Outros dos efeitos atribuidos ao uso de monensirdieta dos animais (Figura 2) é a
diminuicdo da producdo de amdnia, ja que ionéfpramem inibir o crescimento de algumas
bactérias proteoliticas ruminais; além disso, umm bHeneficios do uso da monensina é a
diminuicdo de desordens metabdlicos, como a acidwsmal e o timpanismo, sendo este um
efeito atribuido a reducéo da producédo de acidoolato riumen por parte da monensina
(RUSSELL; STROBEL, 1989).

Em um estudo realizado por Lana e Russell (20@@)jcaram que a adicdo de doses
crescentes (0 a 10 uM) de monensina causou deuese producdo de metano em amostras
provenientes de bovinos fistulados no rimen aliackrg tanto com 100% de forragem, como
com uma relagao de 90% de concentrado e 10% denvstu Os autores indicam que a
producdo de metano foi diminuindo a partir da adigé um nivel de monesina de 0,5 uM e
que esse efeito foi ainda maior, para os animagsrguaeberam forragem, devido a que a
producao de metano para animais recebendo 90%ndertdoado ja era baixa. Por outro lado,
Odongo et al. (2007) reportaram quadicdo de 24 mg de monensina por kg de matéria seca
ingerida, resultou em uma reducédo na producdo denmem g/dia de 7% em relacdo a dieta
controle (sem monensina) em bovinos da raca Holstailactacao.

Cabe salientar que, os iondforos séao proibidos gelao Europeia, embora os genes
responsaveis pela resisténcia de bactérias runanaisonéforos ndo tem sido identificados e
h& pouca evidéncia de que a resisténcia ao iongfode ser transmitida a partir de uma
bactéria para outra. Por conseguinte, a utilizatgaonoforos na alimentacdo animal néo é
susceptivel de ter um impacto significativo sobretransferéncia da resisténcia aos
antibioticos do animal para o homem (RUSSELL; HOJAN, 2003).
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2.3.5 Extratos de plantas

As plantas produzem metabdlitos secundarios quwersecomo mecanismos de defesa
contra depredadores como: bactérias, fungos, lwedsie insetos. Estes metabolitos podem
também, ser usados como corantes, aromas e freggacomo € no caso dos taninos e
quinonas, que s&o responsaveis pela pigmentacdo ptlgtas (COWAN, 1999;
MARIENHAGEN; BOTT, 2013).

2.3.5.1Taninos

Os taninos sao substancias polifendlicas com &so molecular (500 a 20000 Da) e
alta complexidade, sendo classificados em tanirmslensados ou proantocianidinas e
hidrolisaveis (MAKKAR, 2003; FRUTOS et al., 2009s taninos hidrolisaveis (TH) podem
ser divididos em taninos galhicos, em que a pamélica é o acido galhico; e em taninos
elagicos, em que a parte fendlica € o acido hexatidifénico, que apds a hidrolise origina o
acido elagico. Os taninos hidrolisaveis sdo comadies toxicos para os ruminantes, por
serem mais susceptiveis a hidrélise quimica oungdtzta em relacdo ao CT (REED, 1995).
A toxicidade destes parece ser devido & absor¢&opdudutos degradados dos taninos
hidrolisaveis pelos microrganismos do rimen e paior carga de compostos fendlicos na
corrente sanguinea, que supera a capacidade dio figaa elimina-los. Quanto aos taninos
condensados (TC), estes sdo constituidos por dwasais unidades de flavan-3-ol, que
guando aquecidos em meio acido estes compostasamgantocianidinas (compostos de
grande importancia na cor das uvas e vinhos) (KHARBEE; VAN REE, 2001). Os TC
nao sdo absorvidos via corrente sanguinea em @asdigormais, como também nao sao
susceptiveis de danificar 6rgaos como: o figado, baco, entre outros. Porém, danos na
membrana intestinal causados por concentracdesdasvde taninos ou outros agentes
irritantes, podem desencadear a que os taninoensados sejam absorbidos via sanguinea,
causando desta forma, danos em oOrgaos semelhastesetados pelos TH (MAKKAR et
al., 1995a; REED, 1995; MAKKAR, 2003).
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Os taninos formam complexos, principalmente, cowtgdnas através de ligagdes
hidrofébicas, como também, por pontes de hidrog@&mo varios locais das proteinas e
carboidratos, devido ao grande numero de compdstasicos livres que estes compostos
possuem (SILANIKOVE et al., 2001). Além disso, famm também, complexasm menor
propor¢cdo com ions metdlicos, polissacarideos eauidos, reduzindo a digestibilidade
destes (REED, 1995; MAKKAR, 2003). Entretanto, asgin¢a de baixas concentracdes de
taninos na dieta pode ser utilizada como potengiatulador da fermentacdo ruminal
(MORAIS et al, 2011). A forca de ligacdo dos complexos entrentene proteinas depende
de caracteristicas de ambos, como: peso moleesiautura terciaria e compatibilidade entre
os locais de ligagéo.

Outro fator de grande importancia na formacdo destenplexos € o pH do rumen
(6,0 - 7,0), que permite a formacao do complexavestentre o tanino e a proteina. Assim, 0s
taninos podem exercer seu efeito inibitério sobdegradacdo das proteinas no raimen. Uma
vez passado o riumen, com o pH mais baixo no aborfE$02,5-3,5), dissociam-se 0s
complexos de tanino-proteina, levando como resiiitarnm aumento da absorcao e digestao
de aminoéacidos no intestino delgado (AERTS etl8B9).

Como mencionado anteriormente, os taninos em rurtéagpodem produzir efeitos
positivos, como: reduzir a quantidade de proteigariia no rimen, aumentar a quantidade
de proteina disponivel no intestino delgado e tamlsdiminar parasitas e diminuir o
timpanismo espumoso. A mudanca do local da digestiproteinas também é conhecido
como “escape ruminal de proteinas”. Os ruminantieseatados com dietas com taninos
tendem a excretar menos N urinario e aumentar unecgpo N fecal, como mostrado na
Figura 3 (MUELLER-HARVEY, 2006). Por outro lado, wins efeitos adversos dos taninos é
que podem reduzir a ingestdo de alimentos nos &)imwt, como consequéncia da reducao
da aceitabilidade dada pela adstringéncia quersos possuem, causada pela formacao de
complexos entre os taninos e a glicoproteina salivagque pode aumentar a salivacdo e
diminuir a aceitabilidade dos alimentos (REED, 1995
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Figura 3 - Representagdo esquematica dos tanigamob a
proteina na dieta e o fluxo do N

Tanino + proteina | EE——)
Baixo fluxo de If \Axlto fluxo de N

, Intestino
Figado delgado
Baixo N urinario Alto N fecal

Fonte: Adaptado de Mueller-Harvey (2006).

No rumen, o metano é produzido durante a fermentagaerdbia dos componentes
da dieta pelagrchaeasmetanogénicas. Sao conhecidos dois mecanismagsdalas taninos
sobre a metanogénese, sendo estes, um efeito alelitgio sobre os microrganismos do
rimen, onde os polifenois reagem com a parede acellhs bactérias e as enzimas
extracelulares segregadas, inibindo desta formeansporte de nutrientes dentro da célula
retardando assim, o crescimento dos microrganigMoSWEENEY et al., 2001). O outro
efeito é de tipo indireto sobre a degradacdo da,fique surge pela possivel formacgéo de
complexos tanino-celulose, reduzindo assim, a dstde fibrolitica e a producdo de
hidrogénio, que € o substrato para os microrgarslBENTO et al., 2005; TAVENDALE et
al., 2005).

Cieslak et al. (2012) demostraram uma reducao rmalugho de metano, na
concentracdo de amoénia, na populacdo de protozodrita relacdo acetato:propionato, ao
utilizar 2 g de tanino (extrato déaccinium vitis idaeapor kg de MS na dieta de vacas
leiteiras. Entretanto, ndo foi afetada a propotoéal de AGCC.

Por outro lado, Grainger et al. (2009) num expemnimerealizado com vacas em
lactagéo usando tanino condensado obtiddaicia mearnsiem 0,9 e 1,5% da MS (10,8 e
19 g/kg de MSI), foi possivel demostrar uma dimgéoi na producéo de metano em 14 e 29%
respectivamente, assim como também, foi reduzidonsumo de matéria seca dos animais
em 13,21 e 26% respectivamente. Da mesma formaljl&€at al. (2005) relataram reducgao
em media de 13% na emissdo de metano, quandono tzomdensado (25 g/kg de MS) obtido

daAcacia mearnsifoi colocado na dieta de ovelhas.
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Os sistemas de producao animal tém o objetivo éedat todas as exigéncias de
energia e proteina, com a finalidade de aprimordesempenho do animal para o maximo
beneficio econbmico, sendo que, estas necessiddeleproteina tém sido claramente
definidas. Portanto, quando se tém dietas com saahs proteina em relacdo as necessidades
do animal, os taninos condensados podem reduagmdacao sem limitar a disponibilidade
de amino&cidos para absorcdo. Porém, quando dbliean dietas com teores de proteina
abaixo das exigéncias do animal, a presenca doota@ra prejudicial para o desempenho
animal (WAGHORN, 2008).

2.4 METANOGENESE EM RUMINANTES

O metano é um subproduto da fermentacdo ruminalaeimportancia se apoia na
funcdo que este gas tem de servir como “dreno” ideodiénio. A via metabdlica para
degradacédo da fibra mais utilizada pelas bacté@dhsloliticas gera grande parte do £H
ruminal, através da transferéncia interespecifiea hilrogénio para ag\rchaeas que
produzem o CEH(MORAIS et al., 2011).

Para obter o rendimento maximo de energia a pdatifermentacdo anaerdbia de
carboidratos, é necessario um dissipador de epara a regeneracdo do NAR geracio
de metano deve ser vista como um dissipador dgiarercomo dito anteriormente, cumpre a
funcdo de “dreno” do hidrogénio produzido pelos movcganismos ruminais, permitindo
assim, um maior rendimento total de ATP. Outrosipgalores de hidrogénio existem no
rimen, como por exemplo: conversdes de;g@a NH e a saturacdo dos acidos graxos
insaturados. No entanto, estes receptores de Hhieaoose em niveis relativamente baixos
na dieta e, assim, ndo sao quantitativamente iamed (FAHEY; BERGER, 1993).

A guantidade de metano gerado esta relacionadas@rodutos finais produzidos na
fermentacdo de carboidratos. Por exemplo, em ueta dica em graos, o resultado € uma
razdo molar de 1, de acetato:propionato (3 glicese 2 acetato + 2 propionato + butirato +
3 CO:+ CHy+ 2 HO). Em contraste, uma dieta alta em forragensteesat uma razdo molar
de 3, de acetato:propionato (5 glicose céiado + 2 propionato + butirato + 5 €©3

CH; + 6 H0). Isto acontece, devido a que o COH sdo subprodutos da conversao da
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glicose em acetato e butirato. Entretanto, as dgasuccinato e acrilato utilizam C e H para
sintese de propionato (FAHEY; BERGER, 1993).

Do total da energia bruta ingerida pelo animalc@eate 2 a 12% pode ser perdida na
forma de metano (JOHNSON; JOHNSON, 1995). Paraetastem estratégias alimenticias
que diminuem a emissao de metano o que leva a edwggdo dos gases de efeito estufa,
permitindo também, uma melhora da eficiéncia n&atido de energia digerida pelo animal.
Uma das opcbes € o uso de antibidticos afetandaniosorganismos metanogénicos
diretamente. Outra alternativa é a diminuicdo dadpcdo de bl de modo que menos;H
estivesse disponivel para formacéo de metano.gette ser alcangado através da remocéao de
protozoarios do rumen (defaunacéo) ou pelo fornecicnde uma dieta menos fibrosa com
aumento de fontes de carboidratos rapidamente feéweis, como os graos. Por ultimo,
deve-se apontar em desenvolver dissipadores dlteraale H a fim de desviar este gas
longe dos microrganismos metanogénicos (FigurelBYSARTY, 1999; JOBLIN, 1999).

Figura 4 - Possiveis locais de intervencdo micrabipara reducao metano
em ruminantes

CIl,

Co,

Microrganismos
envolvidos na
digestdo

Ha > Metanogénicas

2

Inibicdo da formag&o de H,. Dissipadores alternativos Anti-metanogénicos
Remocgao de protozoarios de H,.

Fonte: Adaptado de Joblin (1999).

2.5 EMISSAO DE METANO E PERSPECTIVA AMBIENTAL

A producdo animal é uma importante fonte de emidsagases de efeito estufa (GEE)
em todo o mundo. Dependendo da abordagem utilipada quantificagcédo e do tipo de
questbes estudadas, diferentes instituicbes (IFBO, EPA e outrosjém calculado que a
contribuicdo do gado para as emissdes globais de &Eopogénico representa entre 7 e
18% das emissoOes totais (GERBER et al., 2013).

A maior fonte de emissdo de GEE na producéo denamtes é o Ckl com mais de

90% proveniente da fermentacdo entérica e o0 restdos dejetos. Globalmente, a
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fermentacdo entérica de bovinos, bufalos e pequamoisantes contribui com 2.448 milhdes
de toneladas de G&q, dos quais 76% sao emitidos pelos bovinose1I3%6 pelos bufalos e
pequenos ruminantes, respectivamente. A produc&Hjeentérico de ruminantes é afetada
principalmente pela ingestdo e qualidade dos alioseque, por sua vez, definem a energia
total ingerida, assim como, o desempenho animal@@®al., 2013).

O protocolo de Kyoto, de dezembro de 1997, teveocohjetivo reduzir no minimo
5% das emissdes agregadas aos principais GEE ddidei carbono, metano e oxido nitroso,
e dos gases industriais fluorados: hidrofluorocaebas, perfluorocarbonetos, hexafluoreto de
enxofre) entre os anos 2008 ao 2012 em relacama@aaea 1990 (THORPE, 2009). Assim,
esse tema ganhou grande importancia o que gereuaessidade de realizar mais estudos, na
busca de estratégias para mitigacdo das emiss@&Skle

As principais fontes de emissdo de metano do sef@pecuario, segundo o MCTI
(2013), correspondem a fermentacao entérica do dadorte (75%), seguida da fermentacao
entérica de gado de leite (12%) e o restante cangesoutros animais, o0 manejo de dejetos,
a queima de residuos agricolas e do cultivo de aestes ultimos com apenas um 13% das

emissdes para o ano de 2010 no Brasil.

2.6 METODO PARA DETERMINACAO DE METANO - TECNICA DO GAS
TRACADOR Sk

A técnica do gas tracador hexafluoreto de enxdieenvolvida nos Estados Unidos e
adaptada para as condicOes tropicais brasileingsrega cameras fechadas em tubos de PVC
e realiza coletas diarias de amostras de metananiosis.

Johnson e Johnson (1995) desenvolveram a técnipgegamdo o hexafluoreto de
enxofre (SE) como gas tracador interno em animais criados egime de pastejo. Essa
técnica consiste no uso de uma pequena capsulemeeacdo com SFcom taxa de
liberacdo conhecida, que é inserida no rimen doaniA seguir, um cabresto equipado com
tubo capilar é ajustado na cabeca do animal e tamhee@ uma canga amostradora submetida
previamente a uma bomba de vacuo. A valvula fixealaanga € aberta, para iniciar a coleta

do ar em torno do focinho e das narinas do anianaia taxa constante de aspiragao.
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7

O sistema amostrador € calibrado para completaradeetda capacidade de
armazenamento da canga amostradora, aproximadaskeiea (0,5 atm.), no periodo de
coleta predeterminado (normalmente 24 h). A regutago tempo de amostragem é realizada
variando-se o comprimento ou o diametro do tubdara@pdés a amostragem, a pressao na
canga é medida precisamente, com medidor digialc@nga € pressurizada com nitrogénio
de alta pureza para uma pressdo aproximada den.,Zasa pressurizacdo é necessaria para
a diluicdo das amostras coletadas e sua injec@mumipamento de analise (WESTBERG et
al., 1998).

As concentracdes de Gld de SEséo determinadas por cromatografia gasosa. A taxa
de emissdo de CH: o produto da taxa de emissdo da capsula de pedimelocalizada no
ramen, pela razdo das concentracfes dg €de Sk na amostra. Essa técnica elimina a
necessidade de confinar os animais em gaiolasroared barimétricas e permite que eles se
desloguem e pastem normalmente. Também ndo é aAgoesslizar amostragem no rimen
ou na faringe do animal, porque o tragcador acompashmudancas na diluicdo associadas ao
movimento da cabeca do animal ou do ar. Como oghaentes eructam e respiram a maior
parte do CH, a coleta de ar em torno do focinho e das nauleas resultar em estimativa
precisa da producdo de ¢pelo animal. Grande parte do £ptesente no intestino posterior
é absorvido pela corrente sanguinea e expiraddpsportanto, também medida pela técnica
do Sk (WESTBERG et al., 1998).

2.7 CINETICA RUMINAL

O estudo da cinética ruminal envolve o conhecimafdgodindmica de fluxo dos
componentes da digesta, sendo de grande importpacg&aqualquer modelo nutricional, a
interacdo entre ingestéo, passagem e digestibdidadaxa de passagem pode influenciar o
desaparecimento ruminal da digesta e a ingestdax#® de desaparecimento (Kt) € igual a
soma das taxas de digestdo (Kd) e de passagemK&manto, sabendo o valor de Kt e Kp,
pode-se estimar a taxa de digestdo ruminal (Kdp B@mpostos indigestiveis ou indicadores
que desaparecem do rumen somente pela passagem @agso, 0 Kt = Kp, enquanto que,
para compostos digeridos, Kt = Kd + Kp (OWENS; GGEH, 1993).
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2.7.1 Taxa de desaparecimento

A taxa total de desaparecimento (Kt) de uma substaro rumen difere da taxa de
passagem e € calculada a partir da ingestao @a@mquantidade de material no rimen em
lugar da saida de material e volume ruminal. Seanimal ingere 8 kg de matéria seca/dia, o
conteudo ruminal tem 12% de matéria seca, e a matdado rimen é de 50 kg, entdo a
quantidade de matéria seca no rumen € de 6,0 kgg500,12). O Kt é calculado como
consumo diario (8 kg/24) dividido pelo conteudo iah (6,0 kg), o que equivale a 1,33/24h,
0 gque é igual a 0,055 ou 5,5% por hora (OWENS; G&XEH, 1993).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O experimento foi realizado no Departamento deiblre Producdo Animal (VNP),
da Faculdade de Medicina Veterinaria e ZootecnM\E) da Universidade de Sdo Paulo
(USP), Campus de Pirassununga, nas instalacoestdbuto Experimental e no Laboratoério
de Nutricdo Animal e Bromatologia. Para avaliagd@ansumo de matéria seca, a emissao de
metano entérico, a dinamica ruminal e a contagéah eadiferencial de protozoarios ruminais
foram utilizadas seis vacas nao-gestantes e nfamtas, com peso vivo aproximado de 784 +
87 kg e portadoras de cénula ruminal com 10 cmi@metro e 7,5 cm de espessura. Os
animais foram mantidos em instalacéo coberta, geode baias individuais com cochos de
cimento e bebedouros automaticos comuns a cadaadoisis, bem como camas de areia,

gue proporcionam maior conforto e bem-estar aosnmoes

3.2 TRATAMENTOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Seis vacas foram distribuidas a uma das trés d&@erimentais, isoenergéticas (1,55
Mcal de ELI/kg de MS ou 67,30% de NDT) e isoprasi¢12,0% de PB), formuladas com o
programaSpartan Dairy Ration Evaluator/Balanceversado 3.0.3., que diferiram de acordo
com o aditivo alimentar utilizado, sendo os tratatog: 1) Controle (CON): Dieta basal sem
inclusdo de aditivo; 2) Monensina (MON): Dieta cadi¢cdo de 300 mg de monensina sodica
(3,0 g de Rumensin, Elanco®) por animal por dial@)ino (TAN): Dieta com adi¢cdo de 68
g de extrato concentrado de tanino condensadoaobiichcacia negré¢acia mearns)ipor
animal por dia, comercializado pela empresa Vem®edD delineamento experimental
utilizado foi o quadrado latino 3x3 replicado, @jes dois quadrados latinos contemporaneos,
sendo que a unidade experimental foi o animal detdrcada periodo. O experimento contou
com 18 unidades experimentais referentes a 3 agirBaperiodos e 2 quadrados. Por se

tratarem de quadrados impares, estes foram batzwxea funcéo da replicacéo.
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3.3 MANEJO NUTRICIONAL

Os alimentos foram oferecidasl libitum duas vezes ao dia, as 8:00 e 16:00 horas na
forma de racdo completa com propor¢cdo volumosoeriredo de 50:50. A fonte de
volumoso utilizada foi a silagem de milho e o corigdo consistiu de milho grdao moido,
farelo de soja, sal comum, fosfato bicalcico, aadcé suplemento mineral. Ao dia seguinte
de oferecimento das dietas, foram retiradas e pesad sobras. Ofertou-se a dieta para
garantir sobras de 5 a 10% do fornecido. Os aditfumonensina sodica e tanino condensado)
foram adicionados diretamente a dieta oferecidaawho. Como fonte de tanino condensado
utilizou-se o extrato da casca da Acéacia-négacia mearnsii))um pé amorfo com 68% de
pureza, sendo o restante composto por outros fendizas, o que garantiu uma dieta com o
aditivo tanino condensado de 4 g/kg de MSI (0,4%dié#ta). O aditivo monensina sodica
garantiu uma dieta com 17,7 ppm deste produto amse ha MS ingerida. As proporcdes dos
diversos ingredientes na dieta e a composicao hobdgica da mesma estdo descritas na
Tabela 1.

Tabela 1 - Proporcdes de ingredientes e compodic@matolégica estimada das dietas
experimentais

(continua)
Ingredientes (% MS) Dieta basal
Silagem de milho 50,00
Milho gréo moido 34,70
Farelo de soja 12,20
Sal comum 0,50
Fosfato bicalcico 0,10
Calcario 0,50
Suplemento mineral 2,00
Composi¢do bromatologica
Matéria seca(%) 61,24
Proteina bruta(% MS) 12,11
Proteina degradavel no rimidfo PB) 65,10
Proteina néo-degradavel no rimé PB) 34,90
Fibra em detergente neutr@ MS) 31,08

Fibra em detergente neutro efefiy@ MS) 22,60
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(concluséo)

Composi¢do bromatologica Dieta basal
Fibra em detergente acfi@ MS) 18,64
Carboidratos n&o fibroso&% MS) 46,65
Amido® (% MS) 39,30
Matéria minerd (% MS) 7,02
Calcid® (% MS) 0,85
Fosforg (% MS) 0,44
Extrato etéred(%MS) 3,15
Nutrientes digestiveis totdig% MS) 67,30
Eiq lactagad (Mcal/dia) 1,55

'Suplemento mineral e vitaminico, quantidade pod&gproduto: 200 g de célcio, 60 g de
fosforo, 20 g de enxofre, 20 g de magnésio, 70 gdatko, 15 mg de cobalto, 700 mg de
cobre, 700 mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mqndaganés, 19 mg de selénio, 2.500 mg
de zinco, 200.000 Ul de vitamina A, 50.000 Ul d&awiina D3, 1.500 Ul de vitamina E.
Anélises bromatoldgicas, determinadas no Labomtdei Nutricdo Animal e Bromatologia
do Departamento de Nutrigdo e Producdo Animal dallBade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&do Paulo, CampugassBnunga.

3Estimado segundo o programa Spartan Dairy Rati@fuator/Balancer, versdo 3.0.3.

3.4 PERIODO EXPERIMENTAL

Cada um dos periodos experimentais foi constitp@o21 dias (Figura 5), sendo 10
dias destinados para adaptacéo as respectivas. dd=tanimais foram pesados no primeiro e
altimo dia de cada periodo experimental. A pantirdib 16 até o dia 21 foram coletados os
dados de consumo de matéria seca e de producaetdeansendo este ultimo determinado a
cada 24 horas, pela técnica do gas tracador dec@isiderando cinco dias prévios para
adaptacdo as cangas (dias 11 a 15) antes do d@iaioleta.No dia 21 coletou-se conteudo
ruminal para determinacdo de protozoarios. Quanttindmica ruminal, foi realizado o
esvaziamento ruminal nos dias 10 (3 horas apdseatagdo matinal, tempo de maior
enchimento ruminal) e 11 (O horas antes da alingéntanatinal, tempo de menor enchimento
ruminal) de cada periodo experimental.

A avaliacao da digestibilidade aparente total éailizada entre o dia 6 até o dia 16 de
oferecimento das dietas, sendo os cinco primeiias ghra adaptacdo ao marcador e o0s seis
ultimos para coleta de fezes.



37

Figura 5 - Esquema das coletas para cada uma dasera que foram avaliadas dentro de cada
periodo experimental

Adaptagdo as dietas

| Adaptagdo ao | Coleta de fezes |
oxido crémico

—

Dinamica
ruminal

Coleta de dados CMS

Coleta de gases
Adaptacdo as cangas mediante as cangas T

Coleta de contetido ruminal
(protozoarios)

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5 PARAMETROS DE AVALIACAO

3.5.1 Consumo de matéria seca

O CMS foi avaliado durante os seis ultimos diascdda periodo experimental. O
CMS foi calculado pela diferenca entre a quantiddelealimento fornecida em um dia e a
sobra de alimento coletada e pesada na manha tegwiroferecimento, multiplicada pela
porcentagem de matéria seca de cada alimento. @®enabs utilizados nas dietas
experimentais foram amostrados e analisados paengido dos valores de MS (método
934,01; AOAC, 1990), matéria mineral - MM (deteradio por gravimetria; AOAC, 1990),
proteina bruta - PB (determinacdo do nitrogénial totilizando a técnica de micro-Kjeldahl;
método 920,87; AOAC, 1990), extrato etéreo - EEtefmeinado por gravimetria apés
extracao pelo éter de petréleo em um extrator @txmétodo 920,85; AOAC, 1990), calcio -
Ca (método 968,08; AOAC, 1995), fosforo - P (mét@bd,17; AOAC, 1990); Fibra em
detergente neutro - FDN (comamilase termo estavel), fibora em detergente &ciEDA e
lignina, conforme Van Soest (1991).
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3.5.2 Digestibilidade aparente total

A digestibilidade aparente total da MS da dietaas fiacbes de EB e MO foram
determinadas por meio do marcador de oOxido crorf@eOs), segundo Bateman (1970).
Entre tanto, cabe salientar que os dados obtidaBgestibilidade aparente total das fracoes
determinadas foram utilizadas para o calculo dessfni de metano, expressa em gramas de
metano emitidas por quilograma de matéria orgawiicgestivel - CH (g/lkg MOD) e
porcentagem de energia digestivel perdida na falemaetano - Cld(% de ED).

Foi administrado, duas vezes ao dia, via canulanmalml g do marcador de 6xido
cromico por kg de MS de alimento consumido, atral@envelopes confeccionados em papel
absorvente. O ensaio de digestibilidade foi cauniskit por duas fases, sendo 0s cinco
primeiros dias para adaptacdo ao marcador e o8lsgss para coleta de fezes.

Para andlise da composicdo das amostras de ferestifada uma aliquota de 200 g
por animal diretamente do reto, duas vezes aoadgual foi acondicionada em embalagem
plastica, identificada para cada animal e periog@memental, sendo armazenada em freezer
a -20°C até o momento do processamento e analise.

Durante esse mesmo periodo, foram coletadas, dirms \ao0 dia, aproximadamente
200 g de amostra de cada alimento oferecido na r¢al e armazenadas em embalagens
plasticas previamente identificadas. Posteriormdatam mantidas em freezer (-20°C) até o
momento da analise. Ao final do experimento, assara® dos alimentos e das fezes foram
homogeneizadas e colocadas em bandejas de alymimamimal e por periodo e foram secas
em estufa com circulacéo forcada de ar a 65°C pbr As amostras foram trituradas em
moinho, utilizando-se peneira com crivos de 1mmac@ndicionadas em potes fechados para

posterior determinacao da concentracdo de Oxiduica) segundo Conceicao et al. (2007).

3.5.3 Dinamica ruminal

A dinamica ruminal foi avaliada nos dias 10° e H&° cada periodo experimental
utilizando a técnica do esvaziamento deste 6rgadcor@eudo ruminal foi coletado em dois

periodos, um considerado como o de maior enchimeatoinal (trés horas apls a



39

alimentacdo) e outro, de menor enchimento rumiaate§ da alimentacdo). O conteudo
ruminal foi retirado manualmente, via canula rurhieacolocada em baldes plasticos (Figura
6). A separacao de solidos e liquidos foi efetyala filtragem da porcéo liquida através de
uma peneira (5 mm de poros), segundo a metodcdaigiptada de Dado e Allen (1995).

O material sélido e liquido foram pesados separadéen Uma aliquota de 5% da
amostra solida foi retirada e colocada em bandkjaduminio previamente identificadas para
mensuracdo do teor de MS do conteudo e o restantodb o conteudo coletado foi

recolocado no rimen. A massa soélida total foi gata pelo teor de MS do conteudo.

A partir da massa sélida, da massa liquida e do @WMSossivel calcular as seguintes

variaveis através das equacdes 1 e 2, respectit@amen

» Taxa de desaparecimento da massa solida (%/hora):

Consumo de MS (kq/)di4 (2)
Massa sélida (kg)

Taxa de desaparecimento (%/h)180 x

* Taxa de desaparecimento da massa solida (kg/h):

Taxa de desaparecimento (kg/h) = Massa sélidaxotaf2xa de desapl%rgcimémm @)
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Figura 6 - Metodologia do esvaziamento ruminal

Fonte: Arquivo pessoal.

Legenda: a) Retirada do conteddo ruminal manuakmdntSeparacdo de sélido e liquido pela filtragem
através de uma peneira; c) imagem do interior deeriapds esvaziamento; d) baldes plasticos
com material solido e liquido; e€) Pesagelm material retirado; f) amostra coletada para
mensuracéo da MS do contetdo.

3.5.4 Técnica do gas tracador Sgpara a mensuracdo de metano

A técnica empregada para a mensuracao de metaaqufela denominada técnica do
gas tracador interno gFdescrita por Johnson e Johnson (1995) e adapt@darasil por
Primavesi et al. (2004a).

Antes ao inicio do experimento foi realizada a aagegcalibracdo das capsulas de
permeacdo de hexafluoreto de enxofreg)SFserem utilizadas. Para tal, foi eliminado o
nitrogénio residual das cdpsulas e posteriormemgarf carregadas com o gas 8vaziando
duas seringas de plastico descartaveis de 60 miipatps com agulha (16G) previamente
preenchidas com $Fo estado gasoso, retirado diretamente do ciliddrgas, equipado com
valvula de entrada marcando 1.777 kPa (250 psi7oatrh.) e valvula de saida marcando 35
kPa (5 psi ou 0,35 atm.), num espaco de tempo d@ptaiximado de 20 a 25 segundos. Apos
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disso, a capsula foi pesada a fim de verificarimmgahento da carga desejada, de preferéncia
acima de 500 mg de §HPosteriormente, as capsulas foram colocadas goebénerso em
banho-maria e permaneceram a temperatura de 38rantd 4 a 6 semanas. Semanalmente
as capsulas foram pesadas para se determinar del@raissao de $E a fim de verificar se

as capsulas estavam prontas para serem introdumdasnen dos animais.

As capsulas de permeacdo de hexafluoreto de enxmfegiamente identificadas,
foram colocadas no raimen dos animais cinco diassaid inicio da primeira coleta de gases
mediante as cangas, permanecendo dentro deste (dtiéno periodo experimental. Para a
mensuragao de metano, utilizou-se uma canga calatarazenadora confeccionada em tubo
de PVC de 60 mm de classe 20 (Figura 7a), tendss@oeinterna préxima de zero atmosfera.
Para esta técnica, empregou-se uma bomba de alto ¢dm dois estagios; um mandémetro
digital (Figura 7b) com escala de 0 a 203 kPaIf2 au 29,4 psi ou 1.520 mm Hg; na escala
0 a 2 atm), o qual permitiu medir a presséo inieéglressdo ao final do periodo de coleta e a
pressao final apods diluicdo com.N

Antes de dar inicio as coletas, as cangas foratadi&s submetendo-as ao vacuo até
chegar a pressao de aproximadamente -13,14 psianémetro digital, mantendo-as assim
durante 24 horas. ApdOs esse tempo, foi feita arkeiesperando encontrar a mesma pressao
inicial, garantindo, desta forma, sua perfeita g&da As cangas foram numeradas na regiao
do cotovelo oposta a véalvula e também ao lado destasuas duas extremidades, para
facilitar a identificacdo durante as coletas. Aiotenente a sua utilizacdo, as cangas foram
calibradas para que atingissem meia atmosfera e&sgw no final do periodo de coleta,
mediante tubo capilar de aco inoxidavel com 0,127 de didmetro interno preso a um
cabresto. A calibragdo foi determinada pelo comenitom e constricdo do tubo capilar e
realizada durante um periodo de 24 horas. As cdoga®s esvaziadas com bomba de vacuo e
submetidas a uma pressao inicial de -13,14 psieRosnente, foram conectadas ao tubo
capilar (Figura 7c) por meio de valvula de engdigido. Apdés a amostragem, foi feita a
leitura esperando-se atingir meia atmosfera (-6,0,@& psi aproximadamente) como pressao
final.

ApoOs a adaptacdo dos animais as cangas (Figuraofdpreendida entre os dias 11 e
15 de cada periodo experimental, a mensuracdoodugio de metano pela técnica do gas
tracador Sk foi realizada ao longo de seis dias a partir dbaté o dia 21° de oferecimento
das dietas. A troca das cangas foi realizada eenvalbs de 24 horas, antes da alimentacao

matutina.
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Figura 7 - Técnica do gas tracadog $&ra a mensuragao de metano

onte: Arquvo pessoal.
Legenda:a) canga coletora armazenadora em tubo de PVC dent@e clase 20,

com valvula de coleta e engate rapido montado ngagab) mandmetro

digital portatil; c) canga coletora conectada dwtaapilar; d) animal com

canga coletora.

As concentragdes de metano @He hexafluoreto de enxofre (§Fforam
determinadas por cromatografia gasosa nos labmstda EMBRAPA Meio Ambiente,
localizada em Jaguariana/SP, em cromatografo aH§8&890, equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID) a 280 °C, coluna mega(@&3 um, 30 m) Plot HP-AI/M (para
CH,), bem como detector de captura de elétrons (ECIDP&C e coluna megabore (0,53 mm
x 30 m x 25,0 mm) HP-MolSiv (para §Fcom dois loops de 0,5 Cnacoplados a duas
valvulas de seis vias. O forno do cromatografosafgamantido a 50°C durante as analises e
aquecido a 150°C por aproximadamente 15 minut@sghmpeza da coluna. Posteriormente,
este retornava a temperatura inicial, garantingsing que o aparelho estivesse pronto para o
proximo periodo de analises. Logo apos o periodedleta, e antes da determinacdo da
concentracdo de GHe de SE, a pressurizacdo das cangas foi realizada coraggéitio
especial 5.0, com as leituras de pressao feitasnedidor digital (+0,01), até atingir uma

pressdo aproximada de 1,2 atm. As leituras da dwesicial e final, apds diluicdo, foram
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tabuladas de forma a se calcular o fator de diuigds curvas de calibragdo foram
estabelecidas utilizando-se padrées de gasedaatits pelo laboratério de desenvolvimento
“White Martins", com concentracdo em ppm (4,85 g@gth) para Chle em ppt (34+9, 91+9
e 978198 ppt) para $Fconforme Westberg et al. (1998).

A quantificacdo de metano liberado pelo animal masira foi calculado em funcéo
das concentragfes degSRssociando os resultados a taxa conhecida dagd#é® do tracador
no rumen (WESTBERG et al., 1998). Sendo assimpasentracdes de GH de Sk bem
como as informacdes pertinentes a amostragem, faamadas em planilha eletrénica.

A partir dos dados primarios foi calculada a enugsétencial de gramas de metano
emitidas por dia - ClH(g/d); gramas de metano emitidas por quilogramped® vivo por dia
- CH4 (g/kg PV); gramas de metano emitidas por quilogramaeso metabolico por dia -
CHa (g/kg PV'™®; gramas de metano emitidas por quilograma deriaaéca ingerida - CH
(g/kg MSI); gramas de metano emitidas por quilogratie matéria organica - GHag/kg
MO); gramas de metano emitidas por quilograma demaaorganica digestivel - GHig/kg
MOD); porcentagem de energia bruta perdida na fodeametano - CiH (% de EB)
considerando a porcentagem de energia bruta da; dietcentagem de energia digestivel
perdida na forma de metano - £{% de ED); megacalorias de metano por animal or d
CH,4 (Mcal/Ani/d) considerando 13,16 Mcal/kg de £&l energia bruta ingerida por animal
por dia - EBI (Mcal/Ani/d).

3.5.5 Metodologia da contagem total e diferencial de proizoarios

A coleta para contagem total e diferencial de @wdoos foi realizada no dia 21 de
cada periodo experimental nos tempos antes (0§, 8, e 12 horas apds a alimentacéo
matinal. O conteudo ruminal foi coletado manualreeatpartir de 3 pontos diferentes, via
canula ruminal, e 10 mL deste material foram armades em frascos contendo 20 mL de
formaldeido a 18,5% (v/v). Para posterior realivaga contagem total e diferencial dos
protozoarios foi utilizado 1 mL da amostra dilutan formol e adicionadas 2 gotas de verde
brilhante a 2%, deixando repousar por 4 horas. Bguida, foram adicionados 9 mL de
glicerol a 30% e homogeneizada a mistura, tornandidquota do liquido ruminal diluida 30

vezes (Figura 8). Para as contagens diferenciaipuiozoarios foi utilizada uma camara de
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contagem “Sedgwick-Rafter” composta por reticulod® mm x 0,5 mm de area, com
subdivisdes de 25 quadriculos (capacidade de 1 Estd camara foi acoplada a ocular de um
microscoépio da marca Olympus, modelo CH2, confaiduaica descrita por Dehority (1993).

Figura 8 - Metodologia de contagem de protozoarios

IH/;& 4 T |

Fonte: Arquivo pessoal.

Legenda: a) frascos com 20 mL de formaldeido a 8% asco com amostra de conteddo ruminal;
c) frasco identificado com 10 mL de amostra coletat) coleta de 1 mL da amostra
diluida com formaldeido; e) tubos de ensaio conotagyde verde brilhante; f) amostra
em tubos de ensaio com 9 mL de glicerol a 30%agjifa com 1 mL da amostra; h)

leitura da amostra através do microscoépio.

Com a camara acoplada ao microscopio, foram costhdd campos 6ticos através do
reticulo, com aumento de 100 x, onde as identifieagdas espécies dos protozoarios foram
estabelecidas, bem como suas propor¢cdes na ambsirdotal de protozoérios, foram
identificados os génerodsotricha Dasytrichg Entodinium e subfamiliaDiplodiniinae

(OstracodiniumDiplodinium, Eudiplodinium Metadinium Polyplastror).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de consumo de MS, dinamica ruminal e aa daxemissao de GHoram

analisados pelo programa Statistical Analysis 3ys{8AS, versao 9.3, 2010). Antes das
analises propriamente ditas, os dados foram adabsem relacéo a presenca de informacdes
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discrepantes (“outliers”) e a normalidade dos resddoelo teste Shapiro-Wilk, assim como, a
homogeneidade das variancias pelo teste LevenendQuapremissa de normalidade nao foi
atendida, foi necessaria a transformacéo logamtmicpela raiz quadrada.

Os dados foram analisados utilizando o PROC MIXEBEEapnodelos mistos. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e o madeloiu o efeito de tratamento como fator
fixo e os efeitos de animal dentro de quadradodiqui e periodo como fatores aleatérios.
Os efeitos de tratamento foram avaliados pelo tdet@ukey a 5% de probabilidade. O

modelo estatistico utilizado esta descrito confoaneguacao abaixo:

Yik = 1+ Ti+ Pj + Qe+ Al(Qu)+ Eijw

Onde:

Yi = Observagéo referente doatamentp+ Periodq + Quadradq + Animal dentro de
quadradq;

1 = Média geral;

T; = Efeito de tratamento (efeito fixo);

P; = Efeito de periodo (efeito aleatorio);

Q« = Efeito de quadrado (efeito aleatério);

A(Qy) = Efeito de animal dentro de quadrado (efeito akea;

Eijw = Erro aleatorio associado a cada observagao.

Os dados de protozoarios também foram analisadosppggrama SAS. Entre tanto,
estes dados foram analisados de acordo com o PREEDMpara modelos mistos, levando
em consideracdo as diferentes horas de coleta, ®, 3, 12) como medidas repetidas no
tempo. Para as analises, dentre as 15 diferentegueas de covariancia testadas, a que
melhor se ajustou ao modelo estatistico foi esdalbiaseado no menor valor do critério de
informacé&o Akaike corrigido (AICC) (WANG; GOONEWARINE, 2004).

O modelo incluiu os efeitos de tratamento, temy ieteracdo tratamento e tempo
como fatores fixos e o animal dentro de quadrad@dpdo e periodo como fatores
aleatorios. Adicionalmente, as comparacdes de m&gite os tratamentos foram realizadas

através do teste de Tukey ajustado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONSUMO DE MATERIA SECA

Referente aos valores de consumo de MS, expressmigmgrama por animal por dia
(kg/animal/dia), em porcentagem do peso vivo (% BW)por unidade de peso metabolico
(g/kg de PV"9), apresentados na Tabela 2, ndo houve difereigrificativas (P>0,05) entre
0s tratamentos.

Estes resultados se devem provavelmente a adapjagdestes animais tiveram as
respetivas dietas, como também, pode ter sido d&sdaixas doses de inclusédo de aditivos
gue foram usadas neste experimento. Alguns trabatiicam que com doses mais altas
pode-se obter uma redugdo no consumo da matédales@nimais. Neste cagoem relagcéo
a monensina, Oliveira et al. (2005), usando uma daais alta de monensina (28 mg/kg de
MSI) em dietas contendo dois teores de proteing$ld 16,54%)em novilhos holandeses
fistulados no ramerrglataram que o consumo de matéria seca foi dishinpara as dietas
com monensina independentemente do teor de protgiimda, em 16,7, 16,9 e 16,8%,
expresso em kg/dia, em porcentagem do PV e emdudg@eso metabdlico respectivamente.
Por outro lado, Borges et al. (2008) ao avaliareamefeitos da administracdo monensina
sbdica (21,7 mg/kg de MS) sobre o consumo de matacta em fémeas bovinas néo-

gestantes e néo-lactantes, ndo verificaram efigifisativo sobre o CMS.

Tabela 2 - Efeito da inclusédo de monensina ou tanandieta de fémeas bovinas canuladas no rimea sob
consumo de matéria seca, expresso em quilograndigagrorcentagem do peso vivo ou unidade de
peso metabdlico

Tratamentos
Variaveis* Controle  Monensina  Tanino EPM  Probalsitie
CMS (kg/animal/dia) 18,02 16,89 17,03 0,44 0,3376
CPV (% PV) 2,088 1,941 1,961 0,06 0,1520
CPM (g/kg de P¥™) 113,1 105,3 106,4 2,96 0,1928

*CMS = Consumo de matéria seca; CPV = Consumo de&riaaseca em relacdo ao peso vivo; CPM =
Consumo de matéria seca por unidade de peso metabirro padrdo da médid°Letras diferentes na
mesma linha diferem significativamente pelo testd dkey (P<0,05).
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Em relacdo ao tanino, Grainger et al. (2009) usaodes mais altas de 10,8 e 19 g/kg
de MSI de tanino condensadac@cia mearnsji a utilizada no presente estudo (4 g/kg de
MSI), relataram uma reducdo do consumo de matéeea sde 13,21 e 26,43%
respectivamente, quando comparada ao tratamentavssransina, em vacas leiteiras. Em
contrapartida, Beauchemin et al. (2007) utilizandea fonte diferente e doses maiores de
extrato de tanino condensado de quebracho (9,12egll®) de MS) em relag&o a utilizada no
presente experimento, ndo observaram efeito stgtifio sobre o consumo de matéria seca

em bovinos.

4.2 DINAMICA RUMINAL

Para os valores da matéria seca do conteudo ruifdis)alda massa liquida, massa
sélida e, massa total (expressas em kg e % P\ijn &ssno, da taxa de desaparecimento do
sélido (%h e kg/h), ndo foi observado efeito sigativo (P>0,05) com a inclusdo de
monensina ou de tanino na dieta de fémeas bovamdadasio rimen (Tabela 3).

Os valores observados em media para massa sdfjdala e a massa total do ramen
(10,63, 70,79, 81,42 kg respectivamente) nestergmpsto, foram proximos aos resultados
de Park et al. (2011) em trabalho realizado avdtiamdinamica ruminal de vacas leiteiras em
diferentes estagios de producgéo (-72 dias pré-@aé®0 dias pos-parto) ondescreveram
valores de 6,1 a 11,4 kg, 44,3 a 66 kg e de 50,8%3kg, para massa sélida, massa liquida, e
massa total do rimen respectivamente, representstdalltima variavel entre 35,8 a 50,5%
da capacidade total do rimen. Sendo esta defioice © peso da agua removido do ramen,
variando entre 125 a 171 kg, parametro que no pesstudo ndo foi avaliado. Da mesma
forma, Reynolds et al. (2004) realizaram um estuaio vacas leiteiras em diferentes estagios
de producao, onde determinaram a massa ruminal{@s7pre-parto até 31 dias pos-parto) e
relataranvalores de 7,02 a 10,27 kg para massa sOlida; 485767 kg para massa liquida;
57,04 a 67,81 kg para massa total do raimen e; E118,03% de MS no conteddo ruminal,
resultados menos aos encontrados no presenteregpés, porém eram animais em diferente

estagio produtivo (gestacao ou lactacao).
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Tabela 3 - Efeito da inclusdo de monensina ou tanmdieta de fémeas bovinas canulatmsiimen sobre a
dinamica ruminal

Tratamentos
Variaveis* Controle Monensina Tanino EPM  Probabilidade
CMS (kg/dia) 18,51 17,81 17,71 0,408 0,3977
MS do conteddo ruminal (%) 13,22 13,23 12,81 0,312 0,7702
Massa liquida (kg) 69,22 70,70 72,46 1,712 0,6442
Massa liquida (% PV) 8,005 8,093 8,335 0,190 0,4989
Massa sdlida (kg) 10,49 10,75 10,64 0,325 0,9275
Massa sélida (% PV) 1,218 1,233 1,225 0,038 0,9772
Massa total (kg) 79,71 81,46 83,11 1,878 0,6717
Massa total (% PV) 9,225 9,325 9,562 0,213 0,5364
Kt solido (%/h) 7,565 7,071 7,311 0,207 0,4245
Kt solido (kg/h) 0,788 0,762 0,760 0,018 0,5454

*CMS = Consumo de matéria seca (kg/dia), Kt s6(fth) = Taxa de desaparecimento do solido (%/het)
sélido (kg/h) = Taxa de desaparecimento do sélidghpra). Erro padrdo da médid’Letras diferentes na
mesma linha diferem significativamente pelo testd dkey (P<0,05).

Autores como Plaizier et al. (2000) e Salles e LY@900) reportaram que a
monensina aumenta a digestibilidade das fracOeset® possivelmente por um maior tempo
de retencédo do alimento no rimen, o que faria wemadntacdo mais pronunciada e como
consequéncia levaria a uma menor taxa de desapamo da MS no ramen. Da mesma
forma, Spears (1990) reporta que o aumento natdidelade em ruminantes alimentados
com ionéforos pode resultar de um maior tempo tengdo de sélidos no rimen, permitindo
assim um maior tempo para a digestdo microbianfibda Portanto, a taxa mais lenta de
digestao da fibra pode explicar o turnover no rGmeis lento e consequentemente, a taxa de
desaparecimento do solido seria também menor riogaen Neste estudo ndo foi possivel
mostrar diferenca significativa (P>0,05) para ativais anteriormente mencionadas.

Em relacdo ao tanino, Narjisse et al. (1995) infitamd taninos diretamente no rimen
de ovinos, com o intuito de observar se efeitosepeddentes a palatabilidade eram
responsaveis pela reducdo no consumo voluntarigiokento. Os autores observaram uma
reducdo da digestdo da matéria seca no rumen earadi que este efeito prejudica o
esvaziamento do trato digestivo, gerando sinaisradimento e saciedade para 0os centros
nervosos envolvidos no controle da ingestdo. Dedaca isto, a massa total do rimen seria

maior, enquanto a taxa desaparecimento seria mestes animais. Por outro lado, Waghorn
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et al. (1994) indicam que com a adicao de tanimosndi-se o turnover ruminal e a taxa de
digestdo, e que estes, influenciam mais do qudasapdidade para reduzir o consumo de
matéria seca. No presente experimento nao foiicadid efeito significativo (P>0,05) para as
variaveis anteriormente mencionadas. Entretaninassa solida total com o tratamento com
tanino (83,11 kg) foi numericamente maior que atamentos com monensina (81,46 kg) e
controle (79,71 kg), o que pode estar relacionamlo @ menor taxa de desaparecimento e

menor consumo de matéria seca dos animais conamgato com tanino.

4.3 EMISSAO DE METANO DETERMINADA PELA TECNICA DO GAS RACADOR
Sk

Quanto aos efeitos de aditivos sobre a emissdo ekanm verificou-se que o
tratamento com monensina foi mais eficiente em ziedas emissdes deste gas. Para as
variaveis de Chiem g/d; g/kg PV; g/kg PA/° e Mcal/Ani/d, o tratamento com monensina
diminuiu em 24% (P<0,05) as emissdes em relacd@i@tonento controle, nao diferenciando-
se o tratamento com tanino em relacdo aos outrisstiddamentos (Tabela 4). Este efeito
pode ser explicado pelo proprio mecanismo de agdmahensina, que facilita 0 movimento
de cations através da membrana das bactérias Grsitivas, levando a baixa concentracao
de K, alta concentracdo de Na baixo pH intracelular. Portanto, as bactésis forcadas a
utilizar os sistemas de transporte celular parsighs o H e o N4 intracelular na tentativa de
manter o equilibrio da célula, desta forma, muttastérias acabam morrendo neste esforco
(RUSSELL, 1987;MORAIS et al., 2011). Estas bactérias tém como ytax finais o
hidrogénio e o formato, que s&o precursores nadgéio de metano, causando, portanto, a

reducao deste gas de forma indireta.
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Tabela 4 - Efeito da inclusdo de monensina owntana dieta de fémeas bovinas canulasasimen sobre a
producdo de metano por bovinos determinada patéctédo gas tracador SF

Tratamentos
Variaveis Controle Monensina Tanino EPM? Probabilidade
CH, (g/d) 373,9 282,9 334,6" 17,87 0,0451
CH, (g/kg PV) 0,428 0,324 0,383" 0,017 0,0372
CH, (g/kg PV 2,324 1,760 2,08%" 0,097 0,0383
CH, (g/kg MSI) 20,69 16,81 19,93 0,967 0,2006
CHa (g/kg MO) 22,07 17,74 20,54 0,981 0,1824
CH, (g/kg MOD) 38,92 29,17 38,69 2,032 0,0993
CH,; (% EB) 6,433 5,222 6,189 0,303 0,2099
CH4 (% ED) 11,76 8,820 12,004 0,627 0,0842
CH, (Mcal/Ani/d) 4,927 3,723 4,395¢ 0,235 0,0451
EBI (Mcal/Ani/d) 76,35 71,55 72,14 1,848 0,3371

EBI = Energia Bruta IngeridaErro padrdo da médi#Letras diferentes na mesma linha diferem signifieatente
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Valores de metano em g/d e g/kg de PV encontradopresente trabalho foram
proximos aos relatados por Primavesi et al. (20@4bavaliar a taxa de emissdo de metano
pela técnica do gas tracador {EEm vacas secas (278 g/d e 0,46 g/kg PV) em redane
pastejo dd”annicum maximunkntretanto, os valores de energia bruta (5,2%pe energia
digestivel (8,8 a 12%) perdidos na forma de metam@resente estudo foram menores aos
valores relatados por Primavesi et al. (2004b) 7Jé%B e 14,0% de ED.

Odongo et al. (2007) reportaram valores de emidsdmetano de 459; 0,738 e 429
g/dia; 0,675 g/kg de PV para o tratamento sem nsinare para o tratamento com adicao de
monensina (24 mg/kg de MS) respectivamente, ondesfluzida a producdo de metano em
7% (g/dia) e 9% (g/kg de PV) para o tratamento coomensina em vacas da raca Holstein
em lactacdo. No entanto, Grainger et al. (2008taehm que o0 uso dmonensina (240
mg/dia) em cépsulas de liberacdo controlada (1kgnge MSI) ndo gerou efeito nas
emissbes de metano entérico com valores de 309 g/d@ix para o tratamento controle e 0
tratamento com monensina, quando avaliadas petacé&do Sk em bovinos da raca
Holstein. Contrario ao que aconteceu neste expaton®m uma dose maior de monensina
(17,7 mg/kg de MSI), onde foi possivel mostrar neducdo na emissdo de metano (g/dia,
g/kg de PV, g/kg de P/, Mcal/Ani/dia).
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Em outro estudo, McGinn et al. (2004) avaliaramdgg@ de aditivos na dieta de
bovinos da raca Holstein, entre eles a monensiBar(§kg de MS) relataram valores de
emissbes de metano de 22,64 e 20,70 g/kg de MSlpaatamento controle e o tratamento
com monensina respectivamente, sendo verificada rechacdo de 8,6% (P=0,08) entre os
tratamentos.

Por outro lado, Guan et al. (2006), avaliando as&ies de metano determinada pela
técnica do gas SFcom ainclusao de ionoforos (monensina 33 ou lasalociiang/kg de
MS), em dietas de bovinos com alto (32:68; v:c) e ba®oncentrado (86:14; v:c) por 16
semanas, relataram diminuicdo das emissfes de onetanessas em L/kg de MSI ou % de
EBI de 27% depois da segunda semana para os argomigeceberam uma dieta com alto
concentrado e, de 30% depois da quarta semanachisdo dos ionoforos para animais
consumindo uma dieta com baixo concentrado, send@stas emissdes retornaram nos seus
valores normais depois de 3 e 6 semanas da inctiesimnoforos na dieta respectivamente,
0 que demostrou que o efeito dos ion6foros sobmeetanogénese ndo persiste por muito
tempo. A diferenca nos tempos de reducdo dgdal dietas com alto e baixo concentrado
pode ser explicada, pela maior energia disponivel dieta de alto concentrado.

Em outro estudo, Waghorn et al. (2008) relataram guadicdo de monensina em
capsulas, com uma taxa de liberacdo controlada0di rig/kg de MSI, em vacas da raca
Holstein em lactagc&o, ndo causou efeito na proddedmetano determinada pela técnica do
SFks, com valores em media de 323 g/dia e 20 g/kg dedd® o tratamento com monensina.
Valores menores de 283 g/dia e 16,81 g/kg de M@infoencontrados no presente trabalho
usando uma dose mais alta de monensina (17,7 rdg/k§Sl1). Beauchemin et al. (2008) em
uma revisao de literatura constatou que a moneesmdoses menores de 15 ppm nao afetam
a producdo de metano, porém com doses de 15 an2(p@gpem reduzir a producéo total de
metano, sem reduzir a producédo em g/kg de MSintemeo doses de 24 a 35 ppm reduzem a
producdo em g/dia e g/kg de MSI de bovinos leiteiro

Em relacdo ao tanino, Beauchemin et al. (2007)izatitio extrato de tanino
condensado de quebracho de 9,1 e 18,2 g/kg de &SHbservaram efeito sobre as emissdes
de metano (g/d; g/kg de MS, % de EB e % de ED)aenbs, variaveis que também no
presente estudo, ndo mostraram efeito significgias@ o tratamento com tanino em relagao
aos demais. No entanto Grainger et al. (2009) usauwds doses de 10,8 (tanino 1) e 19
(tanino 2) g/kg de MSI de tanino condensadcacia mearnsji em vacas leiteiras, sendo
estas doses mais altas a utilizada no presentaimemto (4 g/kg de MSI), os autores

verificaram diminuicdo na producdo de metano de 28% respectivamente, com valores de
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435, 373, 309 g/dia para as dietas controle, tadindanino 2, respectivamente, sendo
reduzido ao mesmo tempo o consumo de matéria sadayel que neste estudo nao foi
afetada. Por outro lado, Woodward et al. (2004taehm reducdo de 13% de £ylkg de
MSI de vacas leiteiras alimentadas captus corniculatuscontendo 26 g de tanino/kg de
MS, sendo estas emissdes de metano determinadaggaca do S§-

Em outro estudo, Cieslak et al. (2012) demostravama reducdo na producéo de
metano em 8,5% em relacdo ao tratamento contrete (@nino), ao utilizar 2 g de tanino/kg
de MS da dieta (extrato déaccinium vitis idagaem fémeas bovinas da raca Holstein,
segundo o autor a reducdo de metano esta relaei@oad a diminuicdo de protozoarios num
35% para o tratamento com tanino, ja que estesps&aursores do hidrogénio para a
formacdo do Ch Porém, cabe salientar que a fonte de taninazadiéi foi diferente em
relacdo a utilizada no presente experimento, o jpoé ter influenciado em mostrar reducao

de CH;, mesmo com uma menor dose.

4.4 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE PROTOZOARIOS RUMINIS

Para os efeitos de tratamento sobre a contageiretdiferencial de protozodrios foi
verificado diminuicdo de 27,5% sobre as contageas sdbfamilia de protozoéarios
Diplodiniinae com o tratamento com monensina em relacdo ao teatantom tanino, nao
diferindo estes dois tratamentos do tratamentoralentEm relacdo ao génelsotricha, foi
observada reducgéao (P<0,05) para os tratamentosmammansina ou com tanino de 31 e 30%
respectivamente, quando comparada com o tratancentoole (Tabela 5). Por outro lado,
nao foi verificado efeito de tratamento quando a@etgzoarios foram analisados em
porcentagem.

As populacdes de protozoéarios da subfaniiliplodiniinae e do génerdsotricha
diminuiram com a inclusdo de monensina. Porém aapkss resultados serem contraditérios
em relacdo aos géneros sensiveis a este ionGidr®,se que a monensina se liga a membrana
celular dos protozoarios, facilitando o movimen&aations através da mesma, provocando
um desequilibrio, e um aumento da pressdo osmdatemdtro da célula e levando,
consequentemente a morte de protozoarios (BERGBNEB, 1984; MORAIS et al., 2011).
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Guan et al. (2006), avaliando os efeitos da indudd ionéforos (monensina 38
lasalocida 36 mg/kg de MSgm dietas com alto e baixo concentrado por 16 saspan
relataramdiminuicdo dos génerdsntodiniume Isotricha e do total de protozoarios ciliados
de novilhos angus. Entretanto, a contagem de pratms foi restaurada depois de seis
semanas de inclusdo dos ionéforos, comprovando @feito do aditivo foi transitério e que
estes microrganismos podem criar resisténcia, quatitizados por periodos mais longos.
Por outro lado, Martinele et al. (2008) avaliandaefeitos da monensina (33 mg/kg de MS) e
do 6leo de soja (4% na MS) na dieta de vacas kestasobre a contagem de protozoarios
ciliados, demostraram uma reducéo das popula¢ésstdamiliaDiplodiniinae e Dasytricha,
da mesma forma, no numero total de protozoériod (23,32 e 15,8%), para os tratamentos
com monensina, oleo e, oleo + monensina, respentinte em relacdo ao tratamento
controle.

Referente aos efeitos dos taninos sobre os praiogoAiminais, estes sdo muito
variaveis e dependem do tipo de tanino, da origedoseniveis de suplementacdo na dieta.
Alguns autores (MAKKAR et al., 1995a; MAKKAR, 200BNIMUT et al., 2008) reportam
que o tanino causa reducdo do numero de protosoérigue esta diminuicdo, pode estar
associada com o decréscimo da producdo de metarinaly entretanto, 0s mecanismos de
inibicdo dos protozoarios no rimen néo estdo beabelecidos ainda (HESS et al., 2003).

Carulla et al. (2005), avaliando a suplementacédadeia mearns(25 g/kg de MS)
em ovelhas, relataram que a adicdo de taninos dimitontagem de protozoarios ciliados
holotricha (Isotricha spp. e Dasytricha sppsem afetar a contagem de protozoarios
entodiniomorfos Entodinium spp., Diplodinium spp., Polyplastron spBpidinium sppe
Eudiplodinium spp Essas afirmacbes acompanham o0s resultados esdosit neste
experimento, onde a contagem do géneairicha foi menor com a presenca de tanino.
Como mencionando anteriormente, os efeitos dosidansdo variaveis (MAKKAR, 2003),
entretanto, tem-se certa evidéncia de que o udanieos reduz o niumero de protozoarios,
principalmente os holotricha sé&o caracterizados ggpem mais sensiveis em relacdo aos
entodiniomorfos (MAKKAR et al., 1995b; CARULLA et.a2005). Makkar et al. (1995b)
usando extrato de tanino de quebracho, demostrayaen o numero de protozoarios
entodiniomorfos e holotrichas diminuiram, porém,hadotrichas apresentaram uma maior

sensibilidade que os entodiniomorfos ao tanino.
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Tabela 5 - Efeito da inclusdo de monensina ou tanmdieta de fémeas bovinas canulatmsiimen sobre a
contagem total e diferencial de protozoarios

Tratamentos Valor de P

Variaveis Controle Monensina Tanin€EPM' Tratamento Hora Trat. x Hora

Protozoarios x 10mL

Dasytricha 7,76 6,80 712 0,745 0,4190 0,0072  0,1885
Diplodiniinae ~ 9,92" 7,88 10,88 0,628 0,0160 0,6022  0,4923
Entodinium  333,5 299,8 328,4 9,705 0,4996 0,0005  0,8458
Isotricha 8,84 6,08 6,20 05506 0,0330 0,114  0,3354
Total 360,0 320,6 352,6 9,447 0,4193 0,0062  0,5971
Protozoarios %

Dasytricha 2,34 2,23 2,13 0,232 08696 0,0351  0,2523
Diplodiniinae 3,16 2,54 348 0,233 0,1507 0,2597  0,4443
Entodinium 91,87 93,29 92,55 0,435 0,2277 0,0003  0,4357
Isotricha 2,61 1,92 1,82 0,159 0,0705 0,1204  0,6135

'Erro padrdo da médi& Letras diferentes na mesma linha, diferem sigatiilamente (P<0,05) pelo teste de
Tukey.

Os valores dos microorganismos do génErgodinium foram predominantes na
contagem de protozoarios, representando em megd®?2 chegando proximo aos valores
de autores que descrevem este género como preddenina contagem diferencial de
protozoarios indicando um 90% da populacdo de podtgos em ruminantes (DEHORITY,
1991; NOGUEIRA FILHO et al., 1992). Valores semelies foram indicados por Guan et al.
(2006) reportando que em media 91,1 e 87,1% db det@rotozoarios, corresponderam ao
géneroEntodinium para uma dieta com alto e baixo teor de conamiraspectivamente. Da
mesma forma, Martinele et al. (2008), avalianddadiecom monensina e 06leo, reportam
tambémEntodiniumcomo o género mais representante na populacdowviteos com valores
de 81,5; 93,3; 94 e 98,8% para as dietas: controt#ensina, 0leo e 6leo + monensina,
respectivamente.

Em outo estudo, Franzolin et al. (2000) determmacue, as concentracdes dos
principais géneros de protozoarios no contetudorrahte ovinos, ao se substituir em niveis
crescentes, a silagem de milho por cana-de-acUaaragao, foi encontrado o género
Entodiniumcomo predominante entre 0s protozoarios para @sldsetas estudadas, variando
de 87,3 a 97,8% da concentracdo total. Uma possiyicacdo de que este género seja o
mais predominante, pode estar relacionada com isddide crescimento dos protozoarios
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onde, o géner&ntodiniumdemora 15 minutos para se dividir, enquanto géeeigs como o
Eudiplodinium e Diplodinium em culturain vitro se reproduzem uma vez por dia e 0s
Polyplastrondemoram 48 horas (SILVA; LEAO, 1979).

Desta forma, o estudo dos protozoarios mostra-ggathele importancia, ja estes estao
relacionados com 0S microrganismos metanogénioms$\o cos precursores do substrato
(hidrogénio) para estes, portanto um aumento noenumie protozoarios estaria relacionado
com um aumento da producédo de metano, entretardadumnuicdo da producdo de metano

poderia ser uma consequéncia da diminuicdo dezwatms ruminais.
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5 CONCLUSOES

A adicdo de monensina (17 mg/kg de MSI) na dietabdeinos com relagéao
volumoso:concentrado de 50:50 mostra-se como utaenativa satisfatéria para reduzir as
perdas energéticas devido a reducao das emissdastdro, além de nao ter prejudicado o
consumo de matéria seca dos animais.

Em relacdo a utilizacdo de tanino, ndo foram obtidesultados consistentes na
reducdo de metano entérico, o que indica a neeelssik mais estudos. Acredita-se que a sua
utilizacdo em doses mais elevadas na dieta possdtarenuma reducdo significativa da

emissao de metano.

Em relacdo a contagem de protozoarios do gélsetacha a adicdo de monensina
(17,7 mg/kg de MSI) ou tanino (4 g/kg de MS) naali@éos animais resultou em reducéo na
sua concentracdo por mL, mostrando-se também usraativa na reducao das emissdes de
metano, uma vez que 0S protozodrios sdo percusdereisirogénio para 0s microrganismos

metanogénicos.
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