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RESUMO

MARTINS, M. F. Efeito de diferentes fontes energéticas da dieta sobre a produgdo de
metano ruminal utilizando a técnica de fermentacdo ruminal ex situ (micro-rumen)
em bovinos. [Effect of energy sources of ruminal methane production using ex-situ
ruminal fermentation technique in bovines]. 2012. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2012.

Resumo: Problematica mundial levantada nas Gltimas duas décadas, a geracdo de gases de
efeito estufa (GEE) tem como parcela contribuidora a emisséo 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 as perdas por metano, diferentes
dietas, aditivos e manejos nutricionais tém sido empregados. Fontes lipidicas vegetais,
como o0s graos de soja, contém alta porcentagem de acidos graxos insaturados e este tipo
lipidio pode colaborar para a diminuicdo da metanogénese. Em contrapartida, a incluséo de
uma fonte rica em pectina (polpa citrica) pode contribuir para aumento da producéo de
metano. Assim, objetivou-se com o presente experimento avaliar o efeito de diferentes
fontes energéticas da dieta sobre a producdo de metano e parametros fermentativos em
bovinos. O delineamento adotado foi o quadrado latino 3x3 replicado, com periodo de 16
dias e 3 tratamentos: Controle: Dieta de baixo extrato etéreo (3,50% de EE); Soja: Dieta
de alto extrato etéreo (inclusdo de 15% de soja grdo, com 5,30% de EE); Polpa: Dieta de
baixo extrato etéreo e alta participacdo de pectina (inclusdo de 15% de polpa citrica, com
3,0% de EE). O consumo de matéria seca (CMS) foi obtido pela diferenca do ofertado e a
sobra da dieta nos ultimos seis dias experimentais. O volume de liquido total, o volume de
solido total, o turnover de solidos e a taxa de passagem ruminal foram obtidos pelo
esvaziamento deste orgéo, realizado no 11° e 12° dias experimentais, sendo realizado antes
e 3 horas apds a alimentacdo matutina. O conteddo so6lido foi retirado manualmente e o
liquido com ajuda de bomba a vacuo, sendo estes pesados separadamente. Uma aliquota de
10% foi utilizada para determinar a matéria seca do conteudo ruminal e corrigir o volume
de sélido total. No 16° dia experimental, foi analisado o pH, com auxilio de uma probe de
mensuracdo continua. Neste mesmo dia foram realizadas coletas do contetdo ruminal
antes, 3, 6, 9 e 12 horas ap0s a alimentacdo matinal, para a quantificacdo da producéo de

acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Também coletou liquido ruminal, com auxilio de



bomba a vacuo, para analise de N-NHs. A técnica empregada para mensurar a producéo de
AGCC e metano foi de fermentacdo ruminal ex situ, que consiste em incubar frascos tipo
penicilina com conteddo ruminal sélido e liquido, em banho termostatico por 30 minutos.
Em seguida, a mensuracdo de metano e AGCC foi realizada por cromatografia gasosa e
estimada a perda de energia realtiva (PER). A PER avalia a eficiéncia da fermentacdo dos
alimentos, ou seja, verifica a perda de metano quando comparada aos outros produtos da
fermentagdo. Os tratamentos apresentaram efeito (P<0,05) para CMS, Turnover de solido
e Taxa de Passagem. A dieta contendo Soja apresentou menores valores para estes
parametros que as dietas Controle e Polpa. Os tratamentos nédo diferiram significativamente
(P>0,05) para o Volume So6lido Total. As variaveis pH médio e maximo, tempo de pH
abaixo de 5,8; 6,0 e 6,2, assim como, area de pH abaixo de 5,8 e 6,2, ndo diferiram
(P>0,05) entre os tratamentos. Entretanto, o pH minimo foi maior (P<0,05) para dieta
contendo Soja em relacdo a dieta Controle, sem diferenca dos dois grupos para polpa
citrica. A area de pH abaixo de 6,0 foi menos elevada (P<0,05) para 0 grupo soja quando
comparado ao grupo controle, sem diferenca dos dois grupos para polpa citrica. Quanto ao
nitrogénio amoniacal, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos. As producdes de
AGCC totais, acetato e butirato (mMol/Kg/dia) foram mais elevadas na dieta a base de
polpa citrica e diminuida na dieta a base de gréo de soja. Nenhuma dos tratamentos alterou
a producdo de metano ou a PER. A partir disto, essas fontes séo indicadas para a utilizagdo
em dietas de bovinos, porém, a inclusdo dos grdos de soja, alterou 0 CMS e sua inclusédo
resultou em mudancas no ambiente ruminal, alterando do perfil fermentativo, nao
demonstrando alteracGes na producdo de metano e a PER. A inclusdo de lipidios na dieta
de bovinos pode diminuir a producdo de metano, mas esse efeito ndo é especificos sobre as
arqueas metanogénicas e, portanto, nao altera a eficiéncia de fermentacdo ruminal. Ja a
pectina pode aumentar a producdo de metano, por ter alta fermentabilidade ruminal, sem,

contudo alterar a ineficiéncia deste processo.

Palavras-chave: gases de efeito estufa, grdos de soja, lipidio, pectina, polpa citrica



ABSTRACT

MARTINS, M. F. Effect of energy sources ruminal methane production using ex-situ
ruminal fermentation technique in bovines. [Efeito de diferentes fontes energeéticas da
dieta sobre a producdo de metano ruminal utilizando a técnica de fermentacdo ruminal ex
situ (micro-rimen) em bovinos]. 2012. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2012,

Worldwide issue raised in the last two decades, the generation of greenhouse gases (GGE)
has, a contributor parcel in the methane emission by ruminants. Methane, a powerful GGE,
is the final product of cattle fermentative process and, for representing productive potential
loss, has been studied by nutritionist all over the world. In the search for strategies to
reduce losses by methane, different diets, additives and nutritional management have been
used. Vegetable lipid sources, such as soybean grain contain high content of unsaturated
fatty acids and this type of lipid can contribute to methanogenesis reduction. On the other
hand, the inclusion of a high pectin (citrus pulp) source in diets can contribute for methane
production increase. In this sense, the objective of the present experiment was to evaluate
different energy sources in diet on methane production and fermentation parameters in
cattle. The design adopted was a replicated 3x3 Latin square with 16 day period and 3
treatments: Control: Low ether extract diet (3.50% of EE); Soybean: High ether extract
diet (inclusion of 15% of soybean grain with 5.30% of EE); Citrus pulp: Low ether
extract and high inclusion of pectin diet (inclusion of 15% of citrus pulp with 3.0% of EE).
Dry matter intake (DMI) was obtained by the difference between the offered and the
surplus of the diet at the last six experimental days. Rumen total liquid volume, total solid
volume, solid turnover and ruminal passage rate were obtained by the emptying of this
organ performed at days 11 and 12 of each experimental period, before and 3 hours after
morning feeding. The solid content was manually removed and the liquid by vacuum pulp
and both samples weighed separately. A sample of 10% was used to determine dry matter
of rumen content and correct total solid volume. At day 16 of experimental period, ruminal
pH was determined by a data logger of continuous measurement. At this day, ruminal
content sampling was carried out before, 3, 6, 9 and 12 hours after morning feeding for
short chain fatty acids (SCFA) production. Rumen fluid was also collected, through
vacuum pulp, for ammonia nitrogen determination. The technique applied to measure

methane and SCFA production was the ex situ rumen fermentation that consists on the



incubation of penicillin flasks with solid and liquid rumen content in a thermostatic bath
for 30 min. After, methane and SCFA determinations were carried out by gas
chromatography and the relative energy loss (REL) was estimated. The REL evaluates the
efficiency of feed fermentation. In other words, verifies methane loss when compared to
other fermentation products. It was observed effect of treatment (P<0.05) for DMI, rumen
solid turnover and passage rate. Soybean diet had lower values than control and citrus pulp
diet in all these parameters. Treatments did not significantly differ (P>0.05) for total solid
volume. The variables mean and maximum ruminal pH, time wich pH was under 5.8; 6.0
and 6.2, as well as, pH area under 5.8 and 6.2 did not differ (P>0.05) between treatments.
However, minimum pH was higher (P<0.05) in soybean group when compared to control,
without difference of two groups to citrus pulp. pH area under 6.0 was lesser (P<0.05) in
soybean group compared with control group, without difference of two groups to citrus
pulp. For ammonia nitrogen determination, it was not observed difference (P>0.05)
between treatments. Total SCFA, acetate and butirate production (mMol/kg/day) were
increased in citrus pulp diet and were decreased in soybean diet. No diet altered (P>0.05)
methane production or REL. The inclusion of lipids in the diet of cattle can reduce
methane production, but this effect is not specific methanogenic archaea on and therefore
does not alter the efficiency of rumen fermentation. Already pectin can increase the
production of methane, having high fermentability rumen, without however changing the

inefficiency of this process.

Keywords: citrus pulp, greenhouse gas, lipid, pectin, soybeans
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1 INTRODUCAO

O ruminante possui uma grande vantagem em relacdo a0 monogastrico,
afinal seu processo digestivo é capaz de liberar a energia contida no material
celulésico dos volumosos por fermentacdo dos carboidratos por enzimas da
microbiota do sistema reticulo-rimen. Porém, a fermentacdo dos carboidratos
resulta em ndo somente &cidos graxos de cadeias curtas (AGCC), acetico,
propibnico e butirico, que serdo utilizados como fonte de geracdo de energia para o
ruminante, mas também em produtos menos desejaveis, como calor e 0s gases
metano e dioxido de carbono. Assim, a producdo destes gases representa perda de
energia ao animal, estimada em 2 a 12% da energia bruta do alimento ingerido
(JOHNSON; JOHNSON, 1995).

Um ruminante adulto pode produzir até 17 litros de metano por hora
(RUSSELL, 2002) e este gas ndo pode ser metabolizado pelo animal nem pela
microbiota ruminal. O ato da expulsdo destes gases, a eructacdo, previne condigdes
fatais, como o timpanismo, patologia em que o animal ndo consegue expulsar 0s
gases que se acumulam em seu rumen, em virtude da fermentacdo dos substratos
(VAN KRUININGEN, 1995). Desta forma, a maior parte deste gas é removida do
rimen por expiracdo ou eructacdo (MOSS, 1993), sendo entdo liberada no meio
ambiente.

Isto posto, nas Gltimas décadas discutiu-se muito a respeito da producédo de
metano por ruminantes, pois este gas esta ligado diretamente ao fenémeno de efeito
estufa do globo terrestre (COTTON; PIELKE, 1995). O gas metano possui poder
de absorcdo de radiacdo infravermelha cerca de 23 vezes maior que o dioxido de
carbono (WUEBBLES; HAYHOE, 2002) e, apresentando 10 anos de vida na
atmosfera, contribui com aproximadamente 18% de todo o potencial de
aquecimento que ocorre atualmente no globo (CLARK et al., 2001). Sendo assim, é
natural que as atencBes de comités, como a Agéncia Americana de Protecdo
Ambiental (USEPA) e a World Meteorological Organization, esta ligada a
Organizacdo das Nagdes Unidas, voltem-se a questdo da emissdo de gas metano,
seja de fontes ligadas as atividades agropecuarias ou nao, e busquem medidas que

possam ser adotadas para prevengdo do superaquecimento do globo terrestre.

19



20

Na busca por uma compreensdo mais abrangente do processo da fermentagéo
ruminal, alguns autores reportaram a produgdo de metano de maneira relativa a ingestao 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 é indubitavelmente um avanco em relacdo a simples mensuragdo de metano
como meio de avaliacdo da eficiéncia de fermentagéo.

A manipulacdo da fermentacdo ruminal visando a melhor eficiéncia alimentar
(diminuicdo de perdas energéticas da dieta via metanogénese) tem sido bastante estudada
nas Ultimas décadas. A utilizacdo de estratégias, como inclusdo de aditivos alimentares
(BEAUCHEMIN; MCGINN, 2006; BEAUCHEMIN et al., 2007; CALSAMIGLIA et al.,
2007) e diferentes combinacbes de ingredientes em dietas para ruminantes
(BEAUCHEMIN; MCGINN, 2005; LONGO, 2007; CHRISTOPHERSEN; WRIGHT;
VERCOE, 2008), tem apresentado resultados expressivos. Neste contexto, fontes vegetais
de lipidios, como os gréos de soja, podem colaborar para a diminui¢cdo da metanogénese na
fermentacdo ruminal (CZERWASKI et al., 1966), ainda que ndo se saiba exatamente por
meio de qual mecanismo (JENKINS, 1993). Em contrapartida, a inclusdo de uma fonte rica
em pectina (como a polpa citrica), um carboidrato de rapida fermentacédo, pode contribuir
para aumento da producdo de metano, uma vez que 0 aumento da participacdo deste
ingrediente na dieta foi associado a maior relacdo acético:propiénico (PINZON; WING,
1976).



2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir serdo revisados os principais topicos relacionados a metanogénese

e sua relacdo com diferentes tipos de dieta.

2.1 Emissdo de Metano: Perspectiva Ambiental e Nutricional

A quantificacdo de perda de energia da dieta via eructacdo em animais
ruminantes ndo é relato recente na literatura. Os primeiros estudos datam da década
de 50 (FLATT et al., 1958" apud JOHNSON; JOHNSON, 1995; KLEIBER., 1958°
apud JOHNSON; JOHNSON, 1995), sempre com 0 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 relagdo 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 o metano e didxido de carbono, é
importante, & medida que o animal pode perder de 2 a 12% da energia bruta contida
na dieta apenas eructando esses gases (JOHNSON et al., 1993).

Contudo, com a descoberta de que o metano € potente gas de efeito estufa
com altissima capacidade de absorcdo de radiacdo infravermelha (WUEBBLES;
HAYHOE, 2002), outra frente de pesquisa foi sendo explorada, devido a potencial
contribuicdo deste gas nas mudancas climaticas e aquecimento global (JOHNSON;
JOHNSON, 1995). Desta forma, inventarios tém sido publicados por 6rgdos
competentes em diversos paises, principalmente apos a assinatura do Protocolo de

Kioto, no qual 59 paises se comprometeram a diminuir e controlar as emissdes de

! Flatt, W. P; Van Soest, P. J; Sykes, J. F ; Moore, L. A. Adescription of the energy metabolism laboratory at the US.
Department of Agriculture, Agricultural Research Center in Beltsville Maryland. In: G. Torbek and H. Aersoe (Ed.) 1.

Symposium on energy metabolism: Principles, methods and general aspects. Statens Husdyrbrugsudvalg, Copenhagen,

Denmark. 1958. 53 p.
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poluentes. Em face deste, a confec¢do das tabelas com dados de emissdo de metano e
dioxido de carbono se tornou essencial para monitoramento deste compromisso, assumido
por diversos paises em 1997.

E sabido que ha trés principais fontes de todo o metano emitido no globo terrestre:
terrestre: naturais (pantanos, oceanos e populacdes de cupins), ligadas a geracdo de energia
energia e dejetos (queima de gés, carvéo, lagoas de dejetos e aterros sanitarios) e ligadas a
ligadas a atividade agropecuédria (arrozais e rebanhos). Aproximadamente, dos 480
teragramas de metano emitidos no globo terrestre por ano, 16% sdo devidos a atividade
pecuaria (IPCC, 1992). Deste montante, 73% sdo originarios dos rebanhos de animais
ruminantes (GIBBS; JOHNSON, 1994° apud JOHNSON; JOHNSON, 1995), pois o
processo digestivo dos carboidratos por estes animais gera, fisiologicamente, 0 metano
como subproduto (CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

Sendo assim, todo metano gerado pelos rebanhos bovinos, ovinos e caprinos no
mundo ndo é desprezivel e, face a preocupacdo quanto ao aquecimento global e eficiéncia
das dietas, torna-se cada vez mais relevante o monitoramento da emissdo deste gas por
ruminantes, assim como estratégias que minimizem a eructacdo e consequente emissdo do

mesmo ao meio ambiente.

2.2 Fermentacdo Ruminal

Os ruminantes possuem estdmago composto, onde primeiramente ocorre a digestao
fermentativa e, em seguida, a digestdo enzimatica. O trato digestivo pode ser divididos em
duas partes, de acordo com a producdo de enzimas pelo animal: uma parte aglandular
(proventriculo) e outra glandular, semelhante ao estdmago dos monogastricos. O
proventriculo é constituido por trés compartimentos: rimen, reticulo e omaso. Nos dois
primeiros, ocorre a fermentacdo microbiana (bactérias, protozoarios e fungos), onde séo
hidrolisados as proteinas, lipidios e carboidratos. A separacdo de particulas maiores é
realizada pelo orificio reticulo-omasal, propiciando um tempo de permanéncia maior da

mesma no ramen-reticulo e melhorando a fermentacéo. A parte glandular do estdmago dos

8 Gibbs, M,, and D. E. Johnson. 1994. Methane emissions from the digestive processes of livestock. In: Int. Anthropogenic
Methane Emissions Estimates for 1990. U.S. EPA 230-R-93-010. 1994.



ruminantes corresponde ao abomaso, onde ocorre a digestdo do contetdo ruminal
pela secrecéo do suco gastrico (SILVA; LEAO, 1979).

Este processo digestivo compreende uma relagdo simbidtica entre o
ruminante e os microrganismos. 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).

Desta forma, o desenvolvimento dos microrganismos responsaveis pela
fermentacdo dependem de uma série de condigBes ambientais para realizarem suas
fungBes a contento. Por exemplo, as bactérias fibroliticas sdo prejudicadas em pH
abaixo de 6, situacdo na qual bactérias produtoras da acido latico comecam a agir
(OWENS; GOETSCH, 1993). Assim, de forma geral, a microbiota ruminal
necessita de um ambiente que apresente pH ruminal entre 5,5 a 7,2, temperatura
entre 38 e 41°C, faixa de osmolaridade entre 260 e 340 mOsm e potencial redox
entre -250 e 450 mV (VALADARES FILHO; SANTOS PINA, 2011).

2.3 Breve Caracterizagdo da Microbiota Ruminal

Segundo Van Soest (1994), os microrganismos responsaveis pela
fermentacdo ruminal sdo bactérias (60-90% da massa microbiana ruminal),
protozoarios (10-40%) e fungos (5-10%). Os microrganismos estdo distribuidos no
liquido ruminal, aderidos a fracdo sélida do contetudo ou ainda ligados a parede do
ramem (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2011).

As bactérias ruminais sdo agrupadas de acordo com o tipo de fermentacdo e
podem ser classificadas em: fermentadoras de carboidratos estruturais, nao-
estruturais, proteoliticas, lacticas, lipoliticas e anaerdbias facultativas. Os
protozoarios auxiliam na fermentacdo ingerindo particulas insolGveis e sollveis
(grénulos de amido) do fluido ruminal, o que pode ser bastante atil para homeostase
do 6rgdo em uma situacdo de acidose ruminal secundaria a dietas com alto teor de

grdos (RUSSELL, 2002). Os fungos colonizam as fibras presentes no rimem com
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producdo de grandes quantidades de celulases e xilanases da alta atividade (KOZLOSKI et
al., 2002)

2.4 Metanogénese

O processo de producdo de metano no rumen, conhecido por metanogénese,
comeca aproximadamente quatro semanas apds o nascimento do animal ruminante, quando
alimentos sélidos sdo retidos no sistema reticulo-rimen (ANDERSON et al., 1987). A
metanogénese ocorre principalmente devido a condicdo anaerébia do meio ruminal
(BALDERSTON; PAYNE, 1976), ao principal aceptor de H,, o diéxido de carbono, estar
presente em quantidade suficiente neste meio (BRYANT, 1979) e devido a capacidade
enziméatica da microbiota, envolvida desde a fermentacdo dos carboidratos complexos
(celulose) até a producdo de acetato, H, e didxido de carbono, substratos para a
metanogénese (BRYANT, 1979). Ademais, a remocao de H, do meio é fator primordial
para o crescimento bacteriano e degradacdo da matéria organica (BRYANT, 1979).

Desta forma, a producéo de metano nada mais é do que uma forma de remogéo dos
ions hidrogénio do rimen para que este se mantenha em condicGes 6timas, a fim de que o
processo de fermentacdo ruminal ocorra adequadamente. Porém, este processo resulta em
perda energética, que pode variar de 2 a 12% da energia bruta do alimento ingerido
(JOHNSON; JOHNSON, 1995).

Como principais produtoras de metano, as arqueas sd0 microrganismos anaerobios
estritos e podem sofrer inibicdo devido a fatores que diminuem a quantidade de ions de
hidrogénio. Sdo encontrados em diversos habitats anaerdbios, desde sedimentos marinhos e
aquéticos, rimen e intestino grosso de herbivoros e outros mamiferos (US EPA, 2000). As
principais espécies de arqueas metanogénicas sdo a Methanobrevibacter ruminantium e
Methanosacina barkeri. Estas para se desenvolverem, utilizam H,, CO,, formato e acetato,
gerando metano como produto final. O envolvimento dessas bactérias na transferéncia de
hidrogénio interespécies é uma importante interacdo que altera o balanco fermentativo
(WOLIN, 1974).

No ambiente ruminal, as metanogénicas estdo intimamente associadas com

protozoarios ciliados (FINLAY et al., 1994), pois estdo aderidas a superficie ou na fase



intracelular dos protozoarios (USHIDA; JOUANY, 1996). Os protozoarios ciliados
e as metanogénicas tem uma relagdo simbidtica, onde aqueles potencializam a
producdo de hidrogénio e estas utilizam o H, produzido, favorecendo a manutencéo
de um ambiente ruminal adequado (VAN SOEST, 1994).

2.5 Fatores que Influenciam a Fermentacdo Ruminal

A fermentacdo dos substratos, gerando AGCC, é um processo complexo que
sofre influéncia de diversos fatores.

2.5.1 Dieta

A composicdo da dieta € um fator determinante da fermentacdo ruminal,
afinal sua composicdo ird determinar quais substratos estardo disponiveis para
degradacéo pelos microrganismos.

Os produtos ofertados para a ingestdo dos ruminantes sdo os alimentos
concentrados, ricos em energia, e os volumosos, ricos em material fibroso e
carboidratos complexos. Estes serdo fermentados pelos microrganismos,
fornecendo aos ruminantes os acidos graxos de cadeia curta. Mertens (1992) propde
que os carboidratos sejam classificados por suas caracteristicas nutricionais em
fibrosos (hemicelulose e celulose) ou ndo-fibrosos. Os carboidratos fibrosos séo
fracdes da parede celular das plantas, de degradacdo ruminal lenta realizada por
bactérias hemiceluloliticas e celuloliticas. Os nao-fibrosos sdo compostos por
acucares simples, amido e pectina. Os agUcares e 0 amido sdo partes do contetdo
celular, porém a pectina faz parte da parede celular. Estes possuem degradagdo
rapida realizada por bactérias sacaroliticas, amiloliticas, dextrinoliticas e
pectinoliticas.

Assim, o tipo de substrato fermentado € o que determina o tipo de AGCC
produzido (MURPHY et al., 1982). Os principais sdo: acético, propidnico e

butirico, correspondendo a 95 % dos acidos produzidos no rimen (CARVALHO et
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al., 2003), podendo suprir cerca de 60 a 80 % da exigéncia energética dos ruminantes.
Estes sdo absorvidos através do epitélio ruminal e, a partir da corrente sanguinea, seguem
para os diversos tecidos para serem metabolizados (TEIXEIRA, 1998).

A fermentacdo ruminal é resultado de atividades fisicas e microbiologicas que
transformam os substratos da dieta em diversos produtos, como &cidos graxos de cadeia
curta, proteina microbiana, vitaminas do complexo B, metano (CH,), diéxido de carbono
(CO,) e amobnia. Promotora desta fermentacdo, a popula¢do microbiana ruminal € mantida
pela ingestdo continua de alimentos, adicdo de tampdes produzidos pelo ruminante,
eliminacdo dos acidos produzidos e dos residuos dos alimentos ndo digestiveis (OWENS;
GOETSCH, 1993).

No processo fermentativo também sdo produzidos outros gases, como CO; (60%,
aproximadamente), CH,4 (30 a 40%), quantidades varidveis de N e outros. A producdo de
CHg, no ramen é oriunda da reducdo de CO,, H, e formato pelas arqueas no processo de
metanogénese (VALADARES FILHO; PINA, 2011). Esta producdo de gases caracteriza
perda energética ao ruminante, uma vez que o carbono destas moléculas é perdido por
eructacao e nao fixado sob a forma de AGCC (JOHNSON et al., 1993).

Os carboidratos ndo estruturais nas dietas de ruminantes sdo acgUcares simples
sollveis e também carboidratos complexos, como amido e pectina. A fermentacdo de
acucares e amido resulta em maiores quantidades de propionato, enquanto que a pectina
em acético, gerando maior liberacdo de ions de H*. Outra fonte energética muito utilizada
nas dietas de ruminantes sdo os lipidios, que podem conter diferentes quantidades de
acidos graxos saturados e insaturados, os quais podem inibir a fermentagdo ruminal
(DOREAU; FERLAY, 1995; HOBSON; STEWART, 1997).

A pectina é um carboidrato composto por polimeros de acido galacturdnico e
compde a estrutura da parede celular dos vegetais. Este composto é quase totalmente (90-
100%) degradado no rumen (VAN SOEST, 1994). O padrdo de fermentacdo da pectina
difere do amido e pode resultar em diferentes valores de pH ruminal, em decorréncia da
proporcdo dos AGCC formados e da velocidade da fermentacdo (BEM-GHEDALIA et al.,
1989; LEIVA; HALL; VAN HORN, 2000). A utilizacdo da polpa citrica nas dietas pode
contribuir para 0 aumento da producdo de metano, pois foi associado a maior relagdo
acetico:propidnico e maior perda energetica da dieta por metanogénese (PINZON; WING,
1976; MOE; TYRELL, 1979).



Dentre os alimentos energéticos, a polpa citrica é alternativa interessante na
dieta de bovinos. Esta é fonte rica em energia advinda principalmente dos
carboidratos presentes em sua composicdo, podendo constituir-se no principal
alimento energético para bovinos. A polpa é um co-produto originado a partir da
fabricacdo do suco de laranja, sendo composta de cascas, sementes e bagaco
(WING, 1982). Sua composicdo bromatoldgica consiste em 6 a 8% de proteina
bruta (PB), 59% de carboidrato ndo fermentavel (CNF), 12,5 a 40,2% de agUcares
sollveis e 25,2 a 43,7% de pectina (HALL, 2001; NRC, 2001), com 78 a 82% de
nutrientes digestiveis totais (NDT). Seu principal carboidrato é a pectina, qual
apresenta rapida degradagdo ruminal (NOCEK; TAMMINGA, 1991). Apesar de
possuirem cerca de 85% de sua composi¢do em carboidratos, milho e polpa diferem
essencialmente na composicdo destes, sendo amido e pectina seus principais
carboidratos, respectivamente (NRC, 2001).

O uso da polpa citrica tem sido pesquisado como importante fonte de fibra
efetiva na alimentacdo de bovinos leiteiros, ja que possui elevado conteldo em
fibra e similar concentracdo energética aos cereais (COOMER; AMOS, 1992;
STERN; ZIERMER, 1993). Van Soest (1994) afirma que a pectina, apesar de
rapidamente fermentavel no rimen, gera acetato como produto final, como ocorre
com a fermentacdo da celulose. Assim, a substituicdo do milho por polpa pode
promover efeitos benéficos, principalmente em relagdo ao ambiente ruminal, em
razdo da substituicdo da fermentacdo latica pela acética e do efeito tamponante da
pectina, resultando em melhores condi¢fes para digestdo da fibra da forragem em
dietas ricas em concentrado (VAN SOEST, 1994). Em contrapartida, o uso de fonte
rica em pectina, como a polpa, pode contribuir para aumento da producdo de
metano, uma vez que o aumento do nivel deste ingrediente na dieta ja foi associado
a maior relagdo acético:propibnico e maior perda energética da dieta por
metanogénese (PINZON; WING, 1976; MOE; TYRRELL, 1979).

Dentre estes fatores que exercem efeitos sobre a metanogénese, a utilizacdo
de alimentos com alta participacdo de extrato etéreo (lipidios) na dieta pode ser
estratégia interessante, conforme pontuado por Johnson e Johnson (1995). Fontes
lipidicas vegetais, como os grdos de soja, contém alta porcentagem de acidos
graxos insaturados (USDA, 1998) e este tipo de lipidio pode colaborar para a

diminuicdo da metanogénese na fermentacdo ruminal. Segundo o NRC (2001), os
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grdos de soja sdo considerados as sementes mais ricas em proteina e energia, contendo
aproximadamente 39% de proteina bruta e 19% de extrato etéreo.

Contudo, ainda ndo se sabe exatamente se a alta participacdo de &cidos graxos
insaturados na dieta associados a menor producdo de metano se deve ao fato do préprio
acido graxo insaturado representar um sumidouro alternativo de hidrogénio no rimen ou se
ha& diminuicdo total da fermentacdo ruminal, o que acarretaria em queda na producéo de
metano, mas também de AGCC, segundo consideracdo de Jenkins (1993).

Quando fornecidas fontes lipidicas na dieta de ruminantes, os microrganismos do
ramen promovem a hidrélise dos triglicerideos e a biohidrogenacdo dos &cidos graxos
livres (JENKINS, 1993). Contudo, quando em excesso na dieta, lipidios podem afetar a
digestdo ruminal e o maior efeito é a reducdo da digestibilidade da fibra, da producédo de
metano e da relagdo acetato:propionato, principalmente se 0s niveis de acidos graxos
insaturados forem elevados (DOREAU; FERLAY, 1995; HOBSON; STEWART, 1997).
Tais efeitos podem ser decorrentes das redugdes no crescimento de bactérias,
especialmente as celuloliticas gram positivas, e de protozoarios (TAMMINGA; DOREAU,
1991), além do recobrimento fisico da fibra com estes lipidios (HOBSON; STEWART,
1997; JENKINS; MCGUIRE, 2006). Todavia, DePeters et al. (1987) e Knapp et al. (1991)
afirmaram que a alimentacdo de bovinos com &cidos graxos poliinsaturados oriundos de
sementes integrais exercem efeito minimo sobre a fermentacdo ruminal, uma vez que o
lipidio é liberado lentamente da semente, de onde estd naturalmente encapsulado e

protegido, para 0 meio ruminal.

2.5.2 pH

A proliferacdo de determinadas espécies de microrganismos que habitam o rimen
sofrem grande influencia do pH ruminal, modificando, assim, o perfil de fermentagéo,
motilidade e absor¢do ruminais (NAGARAJA; TITGEMEYER, 2007). O valor de pH
igual a 5,0 cessa o crescimento principalmente de protozoarios e bactérias celuloliticas,
devido as altas concentragbes de H" (GOAD; GOAD; NAGARAJA, 1998; OWENS et al.,
1998).



As concentracdes e velocidade de absorcéo de acidos graxos de cadeia curta
e as quantidade de saliva produzidas ocasionam variagdes do pH. Ao longo do dia,
devido as atividades metabdlicas do ramen, ocorrem oscilacdes ciclicas do pH
ruminal (CHURCH, 1993). A atividade das bactérias celuloliticas é inibida em um
pH igual ou inferior a 6,0, além de poder afetar a degradacéo da proteina em virtude
das alteracOes ocorridas na atividade microbiana (RUSSELL; WILSON, 1996).
Também pode ocorrer reducdo da producdo de metano e de aménia, devido ao
aumento da proporcdo molar do propionato, pela microbiota amilolitica. Este fato
ocorre devido a necessidade de sequestrar os ions de H* para a producéo de &cido
propiénico, diminuindo a acdo das arqueas metanogénicas (VAN KESSEL,
RUSSELL, 1996). Isto também reduz a amonia livre, pois estes microrganismos
utilizam o nitrogénio para a sintese de proteina microbiana (ARCURI; LOPES;
CARNEIRO, 2011).

Com o0 aumento do pH ruminal, observa-se diminui¢cdo das concentragdes
totais dos AGCC, juntamente com 0 aumento da relagcdo acetato:propionato e das
concentracdes de amdénia no rumen. Isto indica perda de eficiéncia energética e
possivel degradacdo de proteina de alto valor biolégico (ARCURI; LOPES;
CARNEIRO, 2011; VALADARES FILHO; PINA, 2011).

Orskov (1986) relata que o abaixamento do pH ruminal ocorre,
principalmente, ap6s a ingestdo rapida de alimento, devido a rapida taxa de
fermentacdo. Diversos autores citam que o pH ruminal é mais alcalino em dietas
contendo maior teor de fibra ou carboidratos estruturais e predominancia de
bactérias celuloliticas. Quando se eleva o teor de concentrados, ricos em
carboidratos ndo estruturais, o pH ruminal tende a se tornar mais acido. O
crescimento de microrganismos celuloliticos ou fermentadoras de carboidratos nao
estruturais sdo inibidos em pH abaixo de 6,0, prevalecendo microrganismos
amiloliticos (SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al., 2003; NUSSIO; CAMPOS;
LIMA, 2011; VALADARES FILHO; PINA, 2011).

Os tampdBes sdo utilizados para neutralizar o excesso de acidos produzidos
no rumen, ou seja, para manter a homeostase do 6rgéo, evitando flutuagdes no pH.
Geralmente consistem na combinagdo de um &cido fraco e seu sal (HUTJENS,
1991). Devido a importancia da manutencdo do pH para a sobrevivéncia da

microbiota ruminal, o organismo do ruminante possui um sistema tampao natural, a
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producdo de saliva. Esta é produzida pela glandula parétida estimulada pelo nervo vago,
que por sua vez é estimulado pelo atrito da fibra na parede ruminal durante a
movimentacdo do bolo digestivo (CUNNIGHAM, 2001). De fato, alimentos ricos em
fibras, com tamanho de particula grande, induzem secrecfes de maiores quantidades de
saliva (FURLAN, MACARI; FARIA FILHO, 2011). A saliva é uma solugdo alcalina de
pH igual a 8,1 composta de bicarbonato de sddio (NaHCO3) e de potéssio (Na,HPO,) mais
mucina, ureia e agua (FURLAN; MACARI; FARIA FILHO, 2011). Sua funcdo é manter o
pH ruminal entre 5,5 e 7,2 para que 0s processos fermentativos se permanecam ativos
(TEIXEIRA, 1998).

2.5.3 Consumo de Matéria Seca e Taxa de Passagem

A partir da ingestdo do alimento, o animal ird absorver os nutrientes necessarios
para mantenca, ganho de peso, lactacdo e reproducdo. A quantidade total de nutrientes
absorvidos dependerda do consumo dos alimentos que os contém e também da
digestibilidade dos mesmos. A digestibilidade esta relacionada com a cinética e taxa de
passagem da digesta pelo trato (SILVA, 2011).

Segundo Van Soest (1994), o consumo de alimentos e nutrientes pode ser
influenciado por caracteristicas do animal, do alimento e condi¢des de alimentacdo. A taxa
de passagem do alimento pelo trato digestivo é influenciada pelo nivel de consumo,
tamanho das particulas, qualidade nutricional dos ingredientes e relagdo
volumoso:concentrado da dieta (HOOVER; STOKES, 1991).

O NRC (1996) reporta alta correlagdo inversa entre o consumo de matéria seca e
alta concentracdo energética das dietas. J& em dietas com baixa digestibilidade e menos
energia (alta quantidade de fibras) ha a limitacdo do consumo por enchimento do ramen
(VAN SOEST, 1994), sendo que neste tipo de dieta hd diminuicdo da taxa de passagem.
Dietas ricas em energia e de alta digestibilidade regulam o consumo por atendimento das
exigéncias energéticas do animal e por fatores metabdlicos (FORBES, 1995).

Silva (2011) relata que a ingestdo é inversamente proporcional a capacidade de
enchimento das forragens, principalmente em dietas com o maior teor de fibra em

detergente neutro (FDN) do que outros parametros quimicos. Entretanto, Mertens (1994)



observa que a FDN como unico pardmetro € inadequado, pois o feito de saciedade
pelo enchimento ruminal ou trato gastrointestinal varia com o tamanho, fragilidade
da particula, extensao e taxa da digestdo da FDN.

Os efeitos da ingestdo sobre a taxa de passagem de fluido sdo muito maiores
do que sobre a taxa de passagem das particulas. O estado fisioldgico do animal (por
exemplo gestacdo), exercicio, temperatura, frequéncia de alimentacdo e o periodo
do dia também determinam o consumo de matéria seca, alterando o volume ruminal
ou a motilidade e, consecutivamente, a taxa de passagem de particulas (OWENS;
GOETSCH, 1993).

A taxa de passagem é determinada pela densidade do alimento, tamanho da
particula e taxa de digestdo. Isto porque, a passagem do alimento vai depender da
sua localizacdo no ramem. Este fator é determinado, principalmente, porque
alimentos com maior densidade ou com maior taxa de digestdo localizam-se,
geralmente, na porcdo inferior do estrato ruminal proximo & entrada para 0 omaso
(VALADARES FILHO; PINA, 2011).

As taxas de passagem dos alimentos podem variar de acordo com o teor de
concentrados e volumosos da dieta, sendo que, quanto maior a participacdo de
concentrados e liquidos na dieta, maiores serdo as taxas de passagem de particulas
relacionados as dietas ricas em volumosos, possibilitando maior CMS e fornecendo
maior quantidade de substrato para fermentacdo (OWENS; GOETSCH, 1993).

O consumo de matéria seca influencia diretamente na taxa de passagem.
Além disso, a composicédo da dieta (propor¢do volumoso:concentrado), a densidade
do alimento, composicdo quimica ou fisica da dieta, a ingestdo de 4gua e a presenca

de sais ou tamponantes também influenciam.
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2.6 Estratégias Nutricionais para Diminui¢do da Perda Energética através do Metano

A busca pela diminuicdo da perda energética por eructacdo de gases
(metano e didxido de carbono) tem sido objeto de diversos estudos, a medida que o
animal sofre perda consideravel da energia bruta contida na dieta apenas eructando

€SSes gases.
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Diversos métodos foram desenvolvidos com o objetivo de quantificar-se a emissao
de metano por ruminantes, sob diferentes condi¢cbes (MURRAY et al., 1976; CAMMEL et
al., 1980; FRANCE et al., 1993; JOHNSON et al., 1994). Apesar de tais métodos terem
sido desenvolvidos sob a perspectiva da nutricdo animal, ou seja, com 0 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, tais métodos foram fundamentais para a confeccgdo das tabelas de
inventarios (Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC, 1997).

E sabido que diversos fatores exercem efeitos sobre a producdo de metano na
fermentacdo ruminal, como ingestdo voluntéaria de alimentos, tipo de carboidratos na dieta,
processamento das forragem, adicdo de lipidios e manipulacdo da fermentacdo ruminal
pelo uso de aditivos (JOHNSON; JOHNSON, 1995). Segundo McAllister et al. (1996), o
grande desafio para nutricionistas € o desenvolvimento de estratégias para aperfeicoar o
funcionamento do rdmen, atenuando a producdo de metano, sem causar impacto negativo
sobre a produtividade animal.

A utilizacdo de estratégias que envolvem a inclusdo de aditivos alimentares
(BEAUCHEMIN; MCGINN, 2006; BEAUCHEMIN et al., 2007; CALSAMIGLIA et al.,
2007) e diferentes combinacdes de ingredientes em dietas para ruminantes (LONGO, 2007;
BEAUCHEMIN; MCGINN, 2005; CHRISTOPHERSEN et al., 2008) tem apresentado
resultados expressivos.

Joblin (1999) afirmou que a gestdo de H, no rumen é o fator mais importante a ser
considerado na elaboracdo de estratégias para controlar as emissdes de CH, por
ruminantes. Deve, portanto, ser possivel reduzir a emissao de CHy por inibicdo das reacfes
geradoras de H, ou promovendo alternativas que facam uso de rotas de escoamento de H,
durante a fermentacao.

Altas proporgdes de amido nas dietas diminuem a produgdo de CH4 por unidade de
matéria organica fermentavel no rimen devido ao aumento da producdo de propionato.
Porém, dietas com alta quantidade de volumoso favorece a producéo de acetato e aumenta
a producédo de CHy por unidade de matéria organica fermentavel (JOHNSON; JOHNSON,
1995).

Johnson e Johnson (1995) relatam que altas proporcdes de concentrados (> 90%)
podem reduzir para 2 a 3% o metano em relagéo ao consumo de energia.McAllister et al.

(1996) comentam que o aumento da ingestdo de concentrados entre 40 a 68 g de MS por



peso metabolico pode diminuir a produgdo de metano cerca de 9,2-5,3% por
ingestdo de energia.

Ao adicionar gorduras as dietas de gado leiteiro ocorre um aumento da
densidade energética da dieta, aumentando a producdo de leite e também
modificando o teor de &cidos graxos da gordura do leite (MURPHY; CONNOLLY;
MCNEILL, 1995; ASHES et al., 1997). Diversos autores mostraram que os lipidios
deprimimem a producdo de CH,; (DONG et al., 1997; MACHMULLER,;
KREUZER 1999; DOHME et al.,, 2000). Isto ocorre devido a hidrolise dos
triglicerideos e a biohidrogenacdo dos acidos graxos livres realizadas pelos
microrganismos do rdmen (JENKINS, 1993). Outra forma de diminuir a
metanogense é com o uso dos iono6foros, os quais sdo antibidticos bacteriostaticos e
sdo denominados assim por sua capacidade de transportar ions, formando um
complexo lipossoltvel com cétions, permitindo, assim, sua passagem através de
membranas lipidicas das bactérias ruminais (EIFERT et al., 2005). O mais
conhecido e estudado ionoforo é a monensina. Esta é adicionada as dieta de
ruminantes para melhorar a eficiéncia das mesmas. Esses autores (MATHISON et
al., 1998; MOSS; JOUANY; NEWBOLD, 2000) demonstraram que este produto
também pode diminuir a producdo de CH,. Sauer et al. (1998) demonstrou que a
adicdo da monensina a dieta de vacas em lactacdo reduziu a producdo de CH,
(Litro/dia/vaca) em 21%, em relacdo ao controle. O aumento da producdo de
propionato e diminuicdo na producdo de CH,; que acompanham a inclusdo de
monensina vem sendo associados com a reducdo da populacdo de bactérias Gram-
positivas e a proliferacdo das bactérias Gram-negativas, deslocando a fermentagéo
ruminal de acetato para a producédo de propionato (NEWBOLD et al., 1988; VAN
NEVEL; DEMEYER, 1995). Diversos estudos com bovinos demosntraram que a
producdo de metano ndo foi suprimida com o uso prolongado ou repetido de
ion6foros (VAN NEVEL; DEMEYER, 1995; MCCAUGHEY et al., 1999; SAUER
etal., 1998).

2.7 Metodologias de Mensuracao de Metano
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Diversas metodologias foram desenvolvidas com o objetivo de quantificar as perdas
energéticas por emissdo de metano em ruminantes submetidos a diferentes dietas, os quais
foram bastante Uteis para a confeccdo de tabelas de inventarios como o do 6rgédo

Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC).

2.7.1 Camara Respirométrica

Miller e Koes (1988) reportaram a construcdo de salas providas de sistemas
calorimétricos para mensuracdo de metano e didxido de carbono produzidos pelo
ruminante. Apesar de acurada, esta técnica tem como desvantagens alto custo de instalacdo
e manutencdo dos equipamentos, além de restringir os movimentos do animal, ndo
correspondendo ao seu estado natural e fisiolégico (JOHNSON; JOHNSON, 1995).

2.7.2 Gases Tracgadores

A metodologia criada por Johnson et al. (1994) utiliza gases tracadores, em
especial o hexafluoreto de enxofre (SFg), para quantificacdo de emissdo de metano por
ruminantes. Nesta metodologia, o animal é provido de um sistema que coleta 0 metano
erutado e o armazena em um coletor acoplado ao seu corpo. Em uma cépsula dentro do
rimen se encontra o gas tracador, cuja taxa de liberacdo é conhecida Apds a coleta, o
coletor é pressurizado com nitrogénio e encaminhado ao laboratério, onde se fard a
determinacéo de metano e SFg, ambas por cromatografia gasosa. A grande vantagem desta
metodologia é que permite que 0s animais se movimentem e se alimentem normalmente
(PRIMAVESI et al., 2004) retratando a condicdo fisiolégica do animal e sanando a
condicdo antinatural, a qual era imposta aos animais mantidos dentro de camaras
calorimétricas. Em contrapartida, esta técnica mensura apenas 0 metano erutado, nao sendo
possivel quantificarem-se 0s AGCC, o que prejudica a compreensdo do processo global da

fermentacdo ruminal.



2.7.3 In Vitro

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

problematica a simulacdo da taxa de passagem (GASTALDI, 2003).

2.7.7 Ex-Situ

Esta técnica vem sendo desenvolvida pelo grupo de pesquisa liderado pelo
Professor Paulo Henrique Mazza Rodrigues, da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, no Campus Pirassununga, SP. A técnica
consiste em incubar em banho termostatico amostras de conteido ruminal dentro de
frascos tipo penicilina (micro-rumen). Assim, sdo simuladas as condi¢Ges ruminais
por um periodo de 30 minutos e, ap6s este periodo, € feito o bloqueio da
fermentacdo por autoclavagem.

A vantagem deste método € a possibilidade da mensuracdo 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 conteddo ruminal em diferentes tempos de
amostragem (RODRIGUES, 2012).
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3 HIPOTESES

As hipoéteses a serem testadas séo:

1) A taxa de producédo de metano é maior em bovinos alimentados com dietas com
alta participacdo de pectina (polpa citrica) do que em dietas com alta participacdo de acidos
graxos insaturados (soja gréo);

2) A producdo de metano em relacdo a producdo de AGCC se varia em bovinos

submetidos a dietas com diferentes fontes energéticas.
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4 OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de dietas com diferentes
fontes energéticas sobre a fermentacdo ruminal. Para tal, foi proposta uma variavel
que relacionasse os produtos da fermentacdo (AGCC e metano) a partir de uma

nova técnica (metodologia ex-situ de estudo de fermentacao ruminal).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e Instalactes

O experimento foi realizado no Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal
(VNP), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Sdo Paulo (USP), campus de Pirassununga, nas instalagdes do Estdbulo Experimental e
Laboratdrio de Nutricdo Animal e Bromatologia. Para avaliacdo de consumo de matéria
seca, nitrogénio amoniacal, mensuracdo de pH ruminal, producdo de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e da producdo de metano, foram utilizadas seis vacas ndo gestantes e
ndo lactantes, com peso vivo médio de 767,3 Kg * 62,3 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 automaéticos
comuns a cada dois animais (Figura 1). Também possuiam camas de areia, que

proporcionam maior conforto e bem-estar aos animais.

Figura 1 - Fotos ilustrativas das baias das instalagdes do Estdbulo Experimental da
FMVZ/USP

Fonte: Arquivo pessoal.



39

5.2 Tratamentos e Delineamento Experimental

As seis vacas foram distribuidas a uma das trés dietas experimentais, isoenergéticas
e isoprotéicas, de acordo com a fonte energética utilizada, sendo:

1) Controle: Dieta de baixo extrato etéreo (3,5% de EE);

2) Soja: Dieta de alto extrato etéreo (5,3 %de EE), com inclusdo de 15% de
soja grdo com base na MS;

3) Polpa: Dieta de baixo extrato etéreo (3,0 % de EE) e alta participacdo de

pectina, com inclusdo de 15% de polpa citrica com base na MS;

Para garantir que as dietas fossem isoenergéticas e isoprotéicas, optou-se por
permitir uma variacdo na relacdo volumoso:concentrado, aproximando 0 maximo possivel
de 50% de concentrados e 50% de volumoso.

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 animais, 3 periodos e 2 quadrados. O esquema do delineamento encontra-se
abaixo (Tabela 1).

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

Quadrado 1 Quadrado 2
Animal 615 698 020 656 684 631
Periodo | Controle Soja Polpa Controle Polpa Soja
Periodo 11 Soja Polpa Controle Polpa Soja Controle
Periodo Il Polpa Controle Soja Soja Controle Polpa

5.3 Manejo Nutricional e Periodo Experimental
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As dietas foram oferecidas ad libitum, duas vezes ao dia, as 8h e 16h. No periodo
da manha eram pesadas a silagem de milho, concentrados, os grdos de soja e a polpa
citrica, sendo estes misturados diretamente no cocho. A mistura de concentrados foi batida
sem os graos de soja ou a polpa citrica. Na manh& seguinte ao oferecimento eram retiradas
e pesadas as sobras. Ofertou-se a dieta para garantir sobras de 5 a 10% do ofertado. As
proporcdes dos diversos ingredientes das dietas experimentais e a composi¢ao
bromatologica das mesmas estdo descritas na tabela 2.

Cada um dos trés periodos era composto por 16 dias, sendo 15 dias de adaptacdo as
respectivas dietas e o0 16° dia destinado a coleta de contetdo ruminal, nitrogénio amoniacal
e pH (Figura 2). Os animais foram pesados no primeiro e Gltimo dia de cara periodo
experimental. O consumo de matéria seca (CMS) foi avaliado nos seis ultimos dias
experimentais. Também foi realizado o esvaziamento ruminal no 11° e 12° dia

experimental.

Figura 2 - Esquema dos dias de coleta para cada variavel avaliada dentro de cada periodo experimental

DIAS EXPERIMENTAIS

CMS

Coleta de Dados

‘ \ |
Esvaziamento
Ruminal

Mensuragdes de Parametros Ruminais
(pH, N-NH3, AGCC, CH,4 e PER)

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 2 - Proporgdes de ingredientes e composicdo bromatoldgica estimada das dietas
experimentais, expressas em porcentagem da matéria seca (% MS)

Ingredientes (% MS) Controle DIeStcE:jSa Polpa




Silagem de milho 50,00 54,40 48,00
Milho grdo moido 34,70 27,50 20,70
Farelo de soja 12,20 - 13,50
Soja gréo - 15,00 -
Polpa citrica - - 15,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 0,10 0,10 0,10
Calcario 0,50 0,50 0,50
Suplemento mineral® 2,00 2,00 2,00
Composicdo bromatologicas

Matéria seca? (%) 53,10 51,00 54,00
PB? (% MS) 11,60 11,30 12,10
PDR? (% PB) 65,10 67,10 68,40
PNDRS3 (% PB) 34,90 32,90 31,60
FDN’ (% MS) 27,10 31,00 27,90
FDNe3 (% MS) 22,60 25,00 22,20
FDA" (% MS) 14,40 19,30 16,60
CNE? (% MS) 46,10 37,50 36,70
AMIDO? (% MS) 39,30 34,40 29,30
MMz (% MS) 7,60 7,10 8,10
Ca2 (% MS) 0,85 0,72 1,01
P2 (% MS) 0,51 0,59 0,62
EE; (%MS) 3,50 5,30 3,00
NDT? (% MS) 67,30 67,00 67,00
ELj (Mcal/dia) 1,55 1,55 1,55

1 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 sodio, 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. 2Estimado segundo
andlises bromatoldgicas, determinadas no Laboratdrio de Nutricdo Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutricdo e Producdo 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, versdo 3.0.3.
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5.4 Consumo de Matéria Seca (CMS)

O CMS foi avaliado nos altimos seis dias experimentais de cada periodo, pela
diferenga 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, proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), célcio e fésforo, segundo
AOAC (1985), e fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA) e
lignina, segundo Van Soest (1994). Estas amostragens tiveram como objetivo a avaliacao

da composicao bromatoldgica da dieta fornecida.

5.5 Dinamica Ruminal

Nos 11° e 12° dias experimentais foi realizado o esvaziamento ruminal, antes e 3
horas ap0s a alimentacdo matutina, respectivamente. O contetdo liquido foi retirado com
auxilio de bomba a vacuo e o conteudo solido foi retirado manualmente, realizados
seguindo as recomendacdes de Chilibroste et al. (2000). O material solido e liquido foram
pesados separadamente, uma aliquota de 10% da amostra solida foi retirada para
mensuracao do teor de MS do contetdo e o restante foi recolocado no rimen. O volume
solido total foi corrigido pelo teor de MS do conteddo. A partir do volume sélido , volume

do liquido e o CMS foi possivel calcular os seguintes itens:

O turnover solido (%/dia):

Consumo de MS didrio (Kg)

T T I']_'lj I'-_lf'f d_l ZIDD
urnover sélido (%/dia) * Volume solido total (Kg)

A taxa de passagem (%/hora):
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Tumover solido ( %/ dia)

24 (h)

Taxa de passagem ( %o/hora)=

Também se calculou a passagem de solidos:

Taxa de passagem

100

Passagem de solido (Kg/h)= Volume de sélido =

5.6 Mensuracdo Continua de pH

O pH foi obtido pelo método de mensuracdo continua através do data logger. Este
equipamento registra o pH, a temperatura e o potencial oxi-redox no ramen 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-V e um cabo para
conexdo ao computador. Este material é abrigado em uma cépsula de PVC resistente a
agua. 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 eletrodo de entrar em
contato com o epitélio ruminal. Dois pesos de 900 g foram acoplados ao fundo do eletrodo
para manter a “probe” no saco ventral do rimen (Figura 3). A conexdo da “probe” ao
computador permite a programacdo da mesma para diferentes intervalos de mensuracéo,
bem como o descarregamento dos dados mensurados diretamente em uma planilha do
Excel (Microsoft Office, 2007).



Figura 3 - llustracdo da montagem das probes de mensuragdo continua de pH ruminal

ke

Legenda: (a) com suas pegas: (al) cano de PVC com data logger; (b1) pesos acoplados
para manter a probe na mesma posi¢ao no rimen; (c1) tampa do data logger; (d1) sensor
de pH; (el) sistema eletrénico para armazenamento dos dados; (f1) cabo para conexao
ao computador; (g1) bateria 9-V e a probe pronta para ser colocada no ramen (b).
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Figura 4 - llustracdo da colocagao das probes de mensuracéo continua de pH ruminal nos animais (a e b)

es
»

A partir desse sistema de monitoracdo, o pH ruminal foi mensurado por 24 h
durante o 16° dia de cada periodo experimental, em intervalos de 10 min. Através desta
mensuracdo foram calculadas as varidveis: pH médio, pH minimo, pH méximo, 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 formula apresentada em Moya et al. (2011). Antes e ap0s a colocagédo das
“probes” nos animais, as mesmas foram calibradas em solu¢des de pH 7,0 ¢ 4,0. A
calibracdo dos dados permitiu o calculo de uma equacdo de regressao antes e apos o teste

para ajuste dos dados mensurados.

5.7 Metodologia de Determinagdo da Concentracédo de Nitrogénio Amoniacal

No 16° dia de experimento foi coletado liquido ruminal antes, 3, 6, 9 e 12 horas
apos a alimentacdo matutina para determinacdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal
(N-NH3). Dois mililitros foram colocados em tubos de ensaio contendo 1,0 mL de solucdo
de &cido sulfurico 1IN e armazenado em freezer até a realizacdo das analises por

colorimetria, segundo método descrito por Kulasek (1972) e adaptado por Foldager (1977).

5.8 Metodologia (Ex-Situ) de Determinagdo da Produgéo de AGCC, Metano e Perda
de Energia Relativa (PER)
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5.8.1 Preparo dos Frascos

Todos os frascos do tipo penicilina (100 ml) utilizados nos experimentos foram
lavados manualmente com agua, em seguida enxaguados com agua destilada e secos em
estufa a 45°C. Apos a secagem, os frascos foram identificados e pesados em balanca

analitica.

5.8.2 Coleta e Preparo das Amostras

No 16° dia de oferecimento das dietas, a coleta de conteido ruminal foi realizada
antes, 3, 6, 9 e 12 horas ap0ds o arragoamento matutino. O conteddo ruminal administrados
nos frascos consistiu de 300 ml de contetdo s6lido ruminal, que foi coletado manualmente
através da fistula, e 300 ml de liquido ruminal, coletadas com auxilio de bomba de vacuo.
Contetdo liquido e solido foram retirados de trés pontos diferentes (porcdo frontal,
mediana e caudal), para melhor representacdo do ramen. Os conteudos, liquido e sélido,
foram homogeneizados em um liquidificador por aproximadamente 20 segundos (Figura
5). Apos cada coleta, foram injetados 50 ml de contetdo ruminal em frascos de vidros tipo

de penicilina, previamente preparados.

Figura 5 - llustragdo dos contedidos ruminais
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Legenda: contetido sélido (a), liquido ruminal (b) e contelldo homogeneizado (c)
em liquidificador por 20s.

O conteddo ruminal homogeneizado foi colocado nos frascos de penicilina, com
auxilio de uma seringa previamente cortada e preparada para avolumar 50 mL de conteido
ruminal. Pressionou-se o contetdo coletado (50 mL), através de um funil para dentro do
frasco de penicilina de 100 mL, ajudado com o auxilio de um bastéo fino de vidro. Apos a
alocacdo do contetido dentro do frasco, eles foram lacrados com rolha 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 didéxido de carbono (CO,),
sendo logo apos realizada a estabilizacdo da pressdo no interior do frasco (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 populacdo microbiana anaerdbia.

Foram utilizados 4 frascos por vaca, sendo dois denominados brancos e dois
incubados. Os frascos incubados, ap6s a administracdo do CO,, eram levados banho
termostatico, onde permaneciam a 39°C, por 30min. Depois eram levados a panela de
pressdo. A panela era fechada e, quando iniciava a pressao, cronometrava-se 15min, a fim
de bloquear a atividade microbiana na amostra.

Decorrido os 15min sobre pressdo na panela, esperava-se o esfriamento dos frascos,
a fim de se evitar a despressurizacdo dos mesmos. Em seguida eram levados ao
Laboratdrio de Cromatografia, para a mensuracdo da pressdo e volume dos frascos, apds
atingirem temperatura de aproximadamente 25°C, e subsequente quantificagdo das
concentracdes de metano.

Os frascos brancos apds a substituicdo do ar atmosférico por CO, eram levados para
a panela de pressao, para bloquear a atividade microbiana do mesmo modo que o0s frascos
incubados.

Figura 6 — llustragdo do preparo dos frascos
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Legenda: Inje¢do do conteddo ruminal nos
frascos (a), frasco arrolhado sendo lacrado com
lacre de aluminio e com auxilio do alicate de
recrave (b), substituicdo do ar atmosférico por
dioxido de carbono (CO,) (c) e frasco vedado e
identificado. Idem ao anterior

Fonte: Arquivo pessoal

5.8.3 Quantificagdo do Gas Metano

Para a realizacdo da quantificacdo de metano o Laboratério de Cromatografia foi
climatizado em temperatura de 25°C e esperou 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 vélvula
através da tampa de borracha. Logo em seguida, o volume foi mensurado, arrastando 0s
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 presséo zero.
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Apos, 0,5 ml de amostra gasosa contida no frasco de penicilina foi injetada no
cromatografo a gas por meio de seringa especial para uso de amostras gasosas com
capacidade para 1000 ul (Seringa do tipo Gas-Tight). O cromatografo a gas utilizado foi
equipado com coluna de aco inoxidavel de 3,5m de comprimento e 1/8 de polegadas de
diametro empacotada com a fase estacionaria Porapak N® (Supelco®) e detetor de
ionizacdo de chama (FID), mantido a 280 °C. O forno do cromatografo a gas foi mantido a
40°C durante as andlises 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 G&s®), com base na proporgéo
mol/mol. O gas de arraste foi o N, de alta pureza, mantido em fluxo de 30 ml/minuto. O
namero de repeti¢cbes por amostra foi aquele necessario para que a diferenca entre leituras

fosse inferior a 5%.

5.8.4 Quantificacdo dos AGCC

O volume do liquido do contetdo ruminal dentro dos frascos (micro-ramen) foi
calculado pela diferenca de pesos entre o peso do frasco contendo a amostra apos a estufa
(65 °C por 15 dias) e o peso do frasco contendo a amostra antes da estufa, sendo este
volume corrigido pelo volume liquido usado na amostragem para a determinacdo dos
AGCC.

Para a quantificacdo de AGCC, foi retirada uma aliquota da fracdo liquida do
contetdo ruminal adicionado ao frasco de penicilina apds a mensuracdo do metano. Esta
fracdo liquida foi colocada em tubos de ensaio e centrifugada por 15min, em rotacdo de
3500 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 para, posteriormente, serem realizadas a
quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético, propidnico e butirico. A
quantificacdo foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa, segundo Erwin et al.
(1961), com utilizacdo de um cromatdgrafo a gas (Thermo Scientific®, modelo Focus GC)

com injetor automatico de amostras (Thermo Electron Corporation®, modelo AS-3000)
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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% 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 gas de arraste era 0 H, de alta pureza, mantido em fluxo de 30 ml/minuto. O
numero de repeticbes por amostra foi aquele necessario para que a diferenca entre leituras

fosse inferior a 5%.

5.8.5 Célculos da Producdo de AGCC, CH, e PER

A quantificacdo do metano produzido desde o0 momento da inje¢do do contetido
ruminal no frasco de penicilina até o0 momento de sua inativacdo por autoclavagem foi
obtida pela multiplicacdo entre o volume de gas no frasco e a concentracdo de metano,

quantificada por cromatografia gasosa. Sendo assim, obteve 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
liquido ruminal no frasco de penicilina até a inativacao por pressao;

Conc.CH, = Concentracao de CH4 (mMol);

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

T3p= Tempo de 30 min de incubacao

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

Os valores obtidos nos frascos foram corrigidos para as condi¢des de pressdo e
temperatura local, através da equacao geral dos gases.
Sendo assim, a producgdo de AGCC desde o0 momento da inje¢cdo da amostra no

frasco de penicilina até a inativacdo por pressdo foi dada por:



o1

Prod. AGCC = (Conc. AGCC x Vol. Lig. Total)T3p— (Conc. AGCC x Vol. Lig. Total)Ty

Onde:

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

Conc.AGCC = Concentragédo de AGCC (mMol);

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

T3p= Tempo de 30 min de incubacao

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

Posteriormente, as producdes de CH; e AGCC foram expresso com base no
contetdo sdlido incubado nos frascos (gramas ou quilos), conteddo esse que é obtido pela
diferencga de pesagem entre o peso do frasco contendo a amostra apés a estufa (65°C por 15
dias e 105° por 3 dias ) e o peso do frasco vazio.

Apds a quantificacdo dos produtos da fermentacdo na amostra contida no frasco de
penicilina (metano ou AGCC), cada produto foi multiplicado pelo seu calor de combustao,
a fim de se expressar a producdo de metano em porcentagem da energia oriunda da
fermentacdo produzida. Assim, a perda de energia relativa (PER) foi a razdo entre a
energia contida no metano produzido e a somatéria da energia contida em todos 0s
produtos da fermentacdo quantificados (metano e AGCC), expressa em porcentagem.

Logo:

Energia do CH, )
Energia do CHy+ C;+C3+Cy

PER (%)=100 x(
Onde:
CH, = metano;
C, = 4acido acético;
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Cs = &cido propibnico;
C4 = &cido butirico.

5.9 Analises Estatisticas

Os dados de CMS obtidos nos ultimos seis dias de cada periodo experimental, o pH
e 0 esvaziamento ruminal foram analisados pelo programa Statistical Analysis System
(Verséo 9.2, 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 Hartley. 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, CHy, nitrogénio amoniacal e PER foram analisados com as m
0 mesmo modelo, porém para estas variaveis foi adicionado o fator medidas repetidas no
tempo, referentes aos diferentes momentos de coleta. Tal analise foi realizada utilizando-se
o procedimento MIXED do SAS (Versdo 9.2, 2010). A andlise por tempo somente foi
realizada quando as interacdes entre efeito de tempo e efeito de tratamentos foram

significativas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Consumo e Dindmica Ruminal

As dietas experimentais avaliadasdiferiram (P<0,05) quanto ao CMS, Turnover de
solidos (TurSol) e Taxa de Passagem de solidos (TaxPa). A dieta Soja apresentou 0s
menores valores para estas variaveis quando comparada a dieta Polpa e Controle. Quanto a
Passagem de sélidos (PaSol), o tratamento Polpa ndo diferiu dos demais. O Volume de
Sélidos Totais (VolSolTot) ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos (P>0,05). O
tratamento com Soja apresentou maior (P<0,05) Volume Liquido Total (VolLigTot)

comparado aos tratamentos Polpa e Controle. Os dados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito das diferentes fontes de energia da dieta sobre o consumo de matéria seca e a dindmica
ruminal em bovinos

Tratamentos
Variaveis* Controle Soja Polpa EPM’  Probabilidade
CMS (Kg/dia) 16,33 1452°  16,19°  0,3173 0,0166
MSSol (%) 16,54 16,74 16,59 0,2786 0,6971
VolLigTot (Kg) 59,76 66,73  57,00° = 2,7644 0,0363
VolSolTot (Kg) 8,16 8,91 8,16 0,3701 0,5110
TurSol (%/dia) 212,19° 170,75 213,20° 10,6850 0,0351
TaxPa (%/hora) 8,84° 7,11° 8,88 0,4452 0,0354
PaSol (Kg/hora) 0,682 0,60° 0,66% 0,0138 0,0288

*CMS = Consumo de Matéria Seca, MSSol = % da Matéria Seca do Solido, VolLigTot = Volume
Liquido Total, VolSolTot = Volume de Sélidos Totais, TurSol = Turnover de sélidos, TaxPa = Taxa de
Passagem de solidos e PaSol = Passagem de Sélidos. ‘Erro padrdo da média. *Letras diferentes na
mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

A dieta Soja proporcionou menor CMS dentre todas as dietas. Esse achado pode ser
decorrente ao efeito negativo que as gorduras insaturadas ocasionam nas bactérias gram
positivas e protozoarios (TAMMINGA; DOREAU, 1991), além do recobrimento da fibra
realizada por estes lipidios (HOBSON; STEWART, 1997; JENKINS; MCGUIRE, 2006),
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aumentando, consequentemente, o tempo de retencdo do alimento no rimen e inibindo o
consumo. A hipotese de a satisfacdo energética ter gerado o menor CMS para a dieta Soja
parece ser pouco provavel, uma vez que as dietas foram isoenergeéticas.

Vargas et al. (2002) relataram resultado semelhante, ao utilizar trés dietas
diferentes, controle (3% de EE) e duas fontes de lipideos, 6leo de soja e grdos de soja
(ambos com 7% EE), em vacas lactantes. Estes autores observaram médias de CMS 14,3;
11,3 e 11,0 Kg/MS, respectivamente.

Apesar de outros trabalhos ndo demonstrarem alteracdo do CMS, com a utilizagéo
de grdos de soja (DUARTE et al., 2005; CONSOLO, 2011; FREITAS JR, 2012;
SOLORZANO, 2012 ), no presente trabalho a redugdo do CMS, pode ser explicado por
variagcOes no periodo de adaptacdo e a aceitabilidade da fonte de gordura (STAPLES et al.,
2001).

O CMS no tratamento Polpa ndo foi alterado em relagdo ao Controle. Quanto ao
tratamento Polpa, a baixa incluséo deste ingrediente (15% da MS) néo foi suficiente para
promover esta alteragdo, corroborando com os trabalhos de Carvalho (1995) e Pammerman
e Henry (1991), os quais sugerem que a inclusdo de 20% a 30% de Polpa citrica na MS da
dieta total ndo altera o CMS. Henrique et al. (1998) observaram que a polpa citrica pode
substituir o milho em até 100% nas dietas com baixa proporcéo de concentrados (20% de
concentrados). No entanto em dietas com altas propor¢des de concentrado, cuja relagdo
volumoso:concentrado se aproxima de 20:80, os mesmos autores observaram que, a
substituicdo total do milho pela polpa pode diminuir o CMS, resultando em reducdo do
desempenho e prejuizo na qualidade da carcaca.

O efeito da inclusdo de lipidios sobre o consumo pode ter afetado a motilidade
ruminal gerando um menor Turnover e Taxa de Passagem de Solidos, bem como da
Passagem desses Solidos (P<0,05). Com isto, o Volume Liquido Total do conteddo
ruminal foi mais elevado na dieta com gréos de soja (P<0,05), quando comparado com as
dietas controle e polpa citrica, sendo que estas Ultimas ndo diferiram entre si (Tabela 3).
Isto, possivelmente, ocorreu devido ao maior tempo de retengdo da fibra dentro do ramem,
0 que pode ter gerado um aumento na salivacéo, resultando em maior tempo de ruminacao.
As taxas de passagem observadas no presente experimento sdo semelhantes ao descrito no
ARC (1984), que sdo de 8%/h em vacas lactantes, com producédo de leite inferior a 15
Kg/dia e superiores aos resultados de Villela (1995) e Rabello et al. (1996) .
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Freitas Jr. (2012), ao avaliar diferentes fontes de lipidios em vacas lactantes, ndo
encontrou diferenca na taxa de passagem ou renovacdo ruminal da MS. Rabello et al.
(1996), trabalhando com gréos de soja moido no concentrado em niveis de 0%, 15%, 30%
ou 45%, observaram maiores taxas de passagem para a inclusdo de 30% comparado a de
45%. Os demais tratamentos (0% e 15%) ndo diferiram, entre si.

Menezes et al. (2011), alimentando bovinos com dietas constituidas de silagens de
milho, cana-de-agUcar e cana in natura, obtiveram maiores taxas de passagem nos animais
alimentados com silagem de milho e justificaram tal efeito ao maior consumo de matéria

seca. Estes autores reforcam também a acdo do CMS sobre dindmica ruminal.

6.2 Mensuracdo Continua de pH Ruminal

As varidveis obtidas através da mensuracao continua do pH ruminal estdo descritas
na Tabela 4. O pH minimo foi maior (P<0,05) no grupo que recebeu dieta com gréos de
soja quando comparado a dieta Controle, sem diferenca dos dois grupos para o da polpa
citrica. Referente a area abaixo de pH 6,0, o tratamento com soja apresentou menores
valores para esta variavel, em relacdo ao tratamento controle, ambos ndo diferindo da
polpa citrica. O pH médio para os diferentes tratamentos esta apresentado na Figura 6. Nao
foi observada diferencas entre os tratamentos para nenhuma outra variavel de pH avaliada
(P>0,05). Estes resultados de pH eram esperados devido a proporcao
volumoso:concentrado utilizada nas dietas, pois ha pouca flutuacdo diaria do pH e houve
tempo adequado de adaptacdo as dietas. Apesar de os tratamentos ndo diferirem
estatisticamente entre si, o grupo alimentado com Soja obteve maiores valores de pH
médio e 0s menores tempos de pH abaixo de 5,8; 6,0 e 6,2.

Freitas Jr. (2012), ao comparar o efeito das fontes de lipidios (6leo de soja, grdos de
soja e gordura protegida com sais de célcio) sobre o pH ruminal, observou que a dieta
contendo Oleo de soja apresentou o maior valor de pH, resultado este que difere do
observado no presente trabalho. Por outro lado, diversos autores testando fontes de
gorduras ndo encontraram diferencas significativas para o pH ruminal (STERN et al.,
1985; VARGAS et al., 2002; SOLORZANO, 2012).
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Tabela 4 - Varidveis de pH ruminal em bovinos alimentados com diferentes fontes energéticas

Tratamentos
Variaveis Controle  Soja Polpa EPM® Probabilidade
pH médio 6,18 6,29 6,17 0,02 0,0853
pH méximo 6,72 6,80 6,69 0,03 0,3490
pH minimo 5,29 560 543 0,06 0,0035
Tempo abaixo de 5,8 (min) 225,00 115,00 213,33 29,23 0,0581
Tempo abaixo de 6,0 (min) 418,30 266,67 408,33 38,61 0,0901
Tempo abaixo de 6,2 (min) 670,00 493,33 737,67 52,09 0,1423
Area pH abaixo de 5,8 (h.pH/dia) 0,71 0,35 0,58 0,10 0,0960
Area pH abaixo de 6,0 (h.pH/dia) 1,75 1,00° 161® 021 0,0416

Area pH abaixo de 6,2 (h.pH/dia) 3,60 2,23 3,08 0,37 0,1217

1EPM = Erro padrdo da média. ®Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P< 0,05).

Figura 7 - Valores médios de pH ruminal mensurados através da metodologia de mensura¢do continua em
bovinos alimentados com diferentes fontes energéticas. As setas representam o0 momento do fornecimento da
alimentacédo
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Consolo (2011), ao avaliar a inclusdo de gréos de soja (0%, 8%, 16% e 24%) na
dieta, encontrou menor valor de pH ruminal para o grupo sem incluséo. O autor atribui este
efeito a0 maior teor de AGCC produzidos por este tratamento, devido a maior
disponibilidade de carboidratos fermentesciveis neste grupo.

A substituicdo de milho por polpa citrica altera o padrdo de fermentacdo ruminal,
sem promover a reducdo o pH ruminal (ROCHA FILHO, 1998; LEIVA et al., 2000;
MENEZES JR, 2000). Marino et al. (2011), ao trabalharem com diferentes fontes
energéticas, ndo observaram efeito da incluséo de polpa citrica sobre o pH ruminal.

O tratamento Soja obteve um menor valor para area de pH abaixo de 6,0 e um pH
minimo mais elevado quando comparado ao o tratamento Controle. Esse resultado pode
ser explicado pelo maior tempo de retencdo alimentar no rimen, ocasionando aumento na
ruminacdo e salivacdo e, consequentemente, maior tamponamento ruminal. De acordo com
Penner et al. (2009), a reducdo da ruminacdo diminui a producdo da saliva e,
consequentemente, a capacidade de neutralizar a rapida producdo dos AGCC, provenientes
da fermentagdo dos grdos. Outra possibilidade a ser considerada é o efeito do consumo de
matéria seca do tratamento Soja que pode ter modificado a fermentacao ruminal.

Os menores valores de pH minimo dieta Controle em relacdo a dieta soja, se
explica pela forma de fermentacdo do amido, proveniente da maior proporcéo de milho na
dieta. Segundo Sniffen (1988), as taxas de degradagdo ruminal da pectina variam de 30 a
50%/hora, enquanto o amido, ndo processado a vapor, € digerido em taxas que variam
entre 10 a 20%/hora. Entretanto, a fermentacdo da Polpa no ramen propicia producoes
maiores de acetato, evitando queda brusca de pH ruminal, reduzindo, assim, 0s riscos de
acidose por promover um ambiente ruminal mais favoravel.

Maekawa et al. (2002), trabalhando com diferentes proporcdes de
volumoso:concentrados (40:60; 50:50 e 60:40) e oferta dos mesmos separadamente, com
probes de mensuracdo continua de pH, encontraram valores de pH médio inferiores ao do
presente trabalho, maiores area de pH abaixo de 5,8 e tempo abaixo de pH 5,8. Porém, os
valores para o pH minimo foram superiores.

Marino (2008) encontrou valores de pH semelhantes ao presente estudo, utilizando
potencidmetro digital, ao avaliar diferentes fontes energéticas (milho grdo seco, silagem de
gréo umido de milho ou polpa citrica). No fator tempo de pH abaixo de 6,0 a polpa citrica

apresentou menor tempo (145 min) em relacdo ao milho gréo seco (418 min). Ja a silagem
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de grdo umido ndo diferiu dos demais (238 min), demonstrando o melhor padrdo de
fermentacgdo da polpa citrica.

6.3 Nitrogénio Amoniacal

Para a varidvel concentracdo ruminal de nitrogénio amoniacal (Figura 8), ndo foi
observado efeito de interacdo entre o efeito de tratamento e tempo (P=0,8355), bem como
efeito da dieta (P=0,2681), observando-se apenas efeito de tempo de amostragem
(P<0,0001). O valor médio encontrado para dieta Controle, da concentracdo ruminal de
nitrogénio amoniacal, foi de 10,62 (mg/dL); para dieta Soja foi de 9,76 (mg/dL) e a dieta
Polpa foi de 9,62 (mg/dL). Este resultado demonstra que a inclusdo dos grdos de soja,
apesar de afetar o consumo, provavelmente nao afetou, substancialmente, o metabolismo
de nitrogénio. A ndo significancia para a concentragdo de nitrogénio amoniacal era
esperado, pois as dietas eram isoproteicas, com semelhanca em proteina degradavel no

rimen e a nao degradavel (Figura 8).

Figura 8 - Valores médios da concentracdo de nitrogénio amoniacal em bovinos alimentados
com diferentes fontes energéticas. As setas representam o momento do fornecimento da

alimentacéo
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Segundo Borges (1999), o teor de nitrogénio amoniacal é consequéncia do equilibrio
entre sua producdo e sua utilizagdo pelos microrganismos e esta Ultima depende da quantidade
de energia disponivel.

As concentracfes de nitrogénio amoniacal apresentaram pico as 3 horas apés a
alimentacédo e, em seguida, 0s niveis comecaram a decair e depois estabilizaram. Este fato
condiz com os achados de Santos e Pedroso (2011), onde relatam que fontes de proteina
verdadeira apresentavam pico de concentracdo de N-NH; aproximadamente entre 3 a 5
horas apos a alimentacéo.

Freitas Jr (2012) observou reducdo nas concentraces de N-NH3 em trés fontes de
gordura, em vacas lactantes, sendo que a dieta Controle apresentou uma concentracdo de
aproximadamente 17,55% maior em relagdo a média das trés dietas, contendo fontes de
gordura. Entretanto, Rabello et al. (1996), ao trabalharem com diferentes niveis de
inclusdo de grdo de soja, observaram que estas ndo afetaram o comportamento das
concentracdes de aménia ruminal.

O tratamento Polpa apresentou resultado semelhante ao encontrado por Rocha Filho
(1998), em estudo de substituicdo de 50% do milho grdo por polpa citrica, com
concentracdo média de 13,9 mg/100 mL até as seis horas ap6s a alimentacdo. Menezes Jr.
et al. (2000) também ndo encontraram diferenca na concentracdo de aménia do liquido
ruminal quando inclui polpa citrica na dieta.

No presente trabalho, foi observado em alguns tempos valores abaixo do
recomendado por Leng (1990), que relata que uma faixa de 10 a 20 mg/100 mL de N-NH;3
no liquido ruminal para promover a maxima digestibilidade e consumo de forragens de
baixo teor de nitrogénio e baixa digestibilidade. Entretanto, Mehrez et al. (1977)
recomendaram concentracdes de 23,5 mg/100 mL de N-NHj3 no liquido ruminal, para uma
maior taxa de fermentacdo. Para Assis (2001) este nivel de concentracdo de nitrogénio

amoniacal € praticamente impossivel de se manter no intervalo da alimentacao.

6.4 Producdo de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC), Metano e Perda de
Energia Relativa de Metano (PER)

A utilizacdo da nova técnica ex-situ (micro-rumen) gera um grande numero de

informagdes para as variaveis producdes de AGCC e de CHy, além de uma nova variavel, a
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perda de energia relativa (PER) de metano em relagéo aos demais produtos da fermentacédo

ruminal. Devido a originalidade da técnica, hé escassez de informacdes sobre a producdo

destes parametros. Assim, 0s mesmos serdo discutidos com a concentracdo de AGCC e

emissdo de metano. Os dados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Efeito da incluséo de diferentes fontes energéticas na dieta sobre a producéo de

AGCC, metano e PER

Tratamentos Probabilidade
Variaveis Controle Soja Polpa EPM! Trat. Hora Interacdo?
Acético
Branco (mMol/L) 70,00° 67,84° 78,77° 0,8621 <0001 0,0048  0,4512
Incubado (mMol/L) 76,40°  73,05° 86,67 0,9917 <,0001 0,0014  0,9078
Diferenca (mMol/L) 6,39° 5,21° 789°  0,2230 <,0001 <,0001  0,9988
Producéo (mMol/g/h) 0,14° 0,11° 0,18°  0,0062 <,0001 0,0053  0,9439
Producéo (Mol/Kg/dia) 3,43° 2,76° 4,42 0,1492 <0001 0,0045 0,9357
Producéo (g/Kg/dia) 206,01° 165,75° 265,17° 89546 <0001 0,0045 0,9348
Propibnico
Branco (mMol/L) 21,82 21,12 20,14 05509 0,0852 <,0001 0,6951
Incubado (mMol/L) 24,92 23,85 2238 06370 07053 <,0001  0,4922
Diferenca (mMol/L) 3,10 2,74 2,53 0,1445 05563 <,0001  0,6643
Produg&o (mMol/g/h) 0,067 0,060 0,058 00027 05552 <,0001 0,9012
Producédo (Mol/Kg/dia) 1,60 1,44 1,42 0,6042 0,6042 <,0001 0,6579
Producéo (g/Kg/dia) 118,18 106,37 104,75 4,8246 0,6019 <0001 0,6616
Butirico
Branco (mMol/L) 9,50° 8,66°  13,03* 02793 0,0275 <0001  0,5593
Incubado (mMol/L) 13,01 11,18 15,84  0,3214 0,0519 <,0001  0,7275
Diferenca (mMol/L) 1,78% 1,41° 2,04 00571 00123 0,0001 0,6128
Producdo (mMol/g/h) 0,039°  0,032° 0,047 0,0016 0,0002 <,0001 0,9111
Produg&o (Mol/Kg/dia) 0,942 0,75 1,12*°  0,0378 0,0031 <,0001  0,8782
Producdo (g/Kg/dia) 83,25*  6561° 9858 33303 0,0031 <0001 0,8931
AGCC Total
Branco (mMol/L) 103,05° 98,72° 112,75° 1,3700 <,0001 <,0001  0,8436
Incubado (mMol/L) 114,33 108,07 125,19° 15670 0,0020 <,0001  0,7384
Diferenca (mMol/L) 11,28 936  1243*  0,3402 <,0001 <,0001  0,9865
Produgéo (mMol/g/h) 0,25% 0,21° 0,30*  0,0090 0,0002 <,0001 0,9638
Produg&o (Mol/Kg/dia) 5,08° 4,95° 6,95 02164 0,0002 <,0001 0,9572
Producdo (g/Kg/dia) 407,45" 337,73° 468,51*° 14,5224 0,0004 <,0001  0,9547
Metano
Branco (mMol/Frasco) 0,023 0,019 0,022 0,0002 0,3429 0,0006 0,6775
Incubado (mMol/Frasco) 0,124 0,03 0,126  0,0029 0,1933 <,0001  0,0282
Producdo (mMol/Frasco) 0,102 0,085 0,102 0,0025 0,1268 <,0001 0,0412
Produc&o (mMol/g/h) 0,052 0,043 0,055 0,007 0,1616 0,0002  0,2986
Producéo (Mol/Kg/dia) 1,252 1,040 1,313 0,0407 0,2334 0,0083  0,8402
Producéo (g/Kg/dia) 20,025 16,625 20,997 0,6509 0,2338 0,0083  0,8443
PER*(%) 13,037 12,766 12,887 0,2326  0,9446 0,0310  0,0950

IEPM = Erro padrdo da média, 2Interacdo entre tratamento e hora, *PER = Perda de energia realtiva do
metano em relac&o aos demais produtos da fermentacéo ruminal. ®Letras diferentes na mesma linha diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 9 - Producdo relativizada dos produtos da fermentacdo ruminal (em Mol/Kg/dia) para os
diferentes tratamentos.
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Para as producbes de AGCC Totais, ndo foi observado efeito de interacdo entre
tratamento e tempo de coleta (P>0,05), apenas efeitos independentes de tratamento e
tempo de coleta (P<0,05). Todos os tratamentos diferiram para producdo de AGCC Totais
em Mol/Kg/dia, sendo que o tratamento Polpa apresentou maior producdo (16% maior em
relacdo ao controle) e o tratamento com a inclusdo dos grdos de soja resultou em menor
producdo (17% menor que o Controle).

O perfil de fermentacdo ruminal de AGCC totais dos tratamentos apresentou um
pico as 3 horas, apés a alimentacdo matutina (Figura 13). Em seguida, ocorreu um declinio
dos mesmos, com excecdo do tratamento Polpa, que volta a ter pico as 9 horas apds
alimentacdo matutina.

Rocha Filho et al. (1999) observaram que, em dietas onde polpa citrica ou milho
triturado substituiram a silagem de milho, em diferentes proporg¢des, ndo foi observada
diferenga entre os tratamentos para a concentracdo total de AGCC. Porém, nos tratamentos
onde a polpa citrica esteve presente, associada ou ndo ao grdo de milho triturado, a
quantidade total de AGCC foi numericamente maior.

Para a variavel de producdo de &cido acético, ndo ocorreu interagdo entre as dietas e

0s tempos de coletas (P>0,05), apresentando efeitos independentes de tratamento e efeito
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de tempo de coleta. A producdo de Mol/Kg/dia de acético foi maior para a Polpa (29%) em
relacdo ao Controle, também diferindo da Soja (P<0,05). O tratamento com incluséo de
grdos de soja, para a mesma variavel, ndo diferiu da dieta Controle.

As producdes de acido butirico (Mol/Kg/dia) foram diminuidas pela incluséo de
gréos de soja (P<0,05), em relacdo aos tratamentos Controles e com a inclusdo da polpa
citrica e esses ndo diferiram entre si (P>0,05). A producédo de &cido butirico (Mol/Kg/dia)
foi 17% menor para o tratamento Soja e 19% maior para o tratamento Polpa, ambos em
relacdo ao Controle. Segundo Van Soest (1994) a utilizacdo de alto teor de pectina gera
maiores valores de acético e diminuem a propor¢do de lactato e propionato. Este fato se
deve pela fermentacdo da polpa citrica (pectina) ser similar a das forragens (Rocha Filho,
1998), mantendo o pH ruminal em valores que favorecem a fermentagdo ruminal,

incrementando a atividade microbiana e, consequentemente, a producdo de AGCC.

Figura 10 - Valores médios da produgéo de &cido acético (em Mol/Kg/dia) nos diferentes tempos de coleta do
contetido ruminal. As setas representam o momento do fornecimento da alimentacéo.
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Figura 11 - Valores médios da producao de acido propidnico (em Mol/Kg/dia) nos diferentes tempos de
coleta do contetdo ruminal. As setas representam o momento do fornecimento da alimentag&o.
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Figura 12 - Valores médios da producéo de acido butirico (em Mol/Kg/dia) nos diferentes tempos de coleta
do conteddo ruminal. As setas representam o momento do fornecimento da alimentacéo.
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Figura 13 - Valores médios da producédo de acido AGCC Totais (em Mol/Kg/dia) nos diferentes tempos de
coleta do contetido ruminal. As setas representam o momento do fornecimento da alimentagdo.
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Figura 14 - Valores médios da producdo de metano (em Mol/Kg/dia) nos diferentes tempos de coleta do
conteddo ruminal. As setas representam o momento do fornecimento da alimentacao.
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Figura 15 Valores médios da producdo de PER (Perda de Energia Relativa, em Mol/Kg/dia) nos diferentes
tempos de coleta do contetido ruminal. As setas representam o momento do fornecimento da alimentacéo.
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Em substituicdo total do milho pela polpa citrica em dietas para ovinos com alta
proporc¢do de carboidratos prontamente fermentesciveis, Gilaverte et al. (2011) observaram
valores semelhantes, ao presente trabalho, para a concentragdo de &cidos acético e
propiénico. Entretanto, 0 mesmo néo foi observado para o 4cido butirico.

Para as producGes de propidnico, ndo se observou diferenca significativa para a
interacdo entre tratamentos e tempo de coleta, bem como efeito de tratamentos (P>0,05),
apresentou apenas no tempo de coleta.

A diminuicdo das producdes dos acidos acético e butirico, com a inclusdo dos gréos
de soja, pode ser causada pela reducdo da digestibilidade, ocasionado pela diminuicdo no
crescimento de bactérias, especialmente as celuloliticas gram positivas, e de protozoarios
(TAMMINGA; DOREAU, 1991), além do recobrimento fisico da fibra com estes lipidios
(HOBSON; STEWART, 1997; JENKINS; McGUIRE, 2006),

As producBes de acético, butirico, propidnico e metano seguiram 0 mesmo
comportamento fermentativo dos AGCC Totais, para os tratamentos Soja e Polpa. O
tratamento Controle apresentou comportamento semelhante na producdo de metano, acido
aceético e butirico, porém o acido propibnico foi maior 3 horas apés a alimentacdo matutina
e diminuiu apds esse tempo de coleta, devido a maior propor¢do de amido na dieta (Figura
11).
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Para a produgdo de metano, ndo foi observada interagdo entre dieta e tempo de
coleta (P>0,05), tdo pouco efeito de tratamento (P>0,05), apenas efeito de tempo de coleta
(P<0,05). Apesar de ndo significativo, deve-se ressaltar que o tratamento Soja produziu
aproximadamente 17% menos de metano (Mol/Kg/dia) comparado ao tratamento Controle.
Enquanto que, a producdo de metano (Mol/Kg/dia) foi 5% maior para o tratamento Polpa
em relacdo ao Controle. Segundo Van Soest (1994, a pectina gera um aumento na
producdo de metano, pois a sua fermentacdo aumenta a quantidade de acetato, ao invés de
lactato e propionato.

Solorzano (2012), também ndo encontrou efeito de tratamento (P>0,05) para a
emissdo de metano, ao trabalhar com os mesmos tratamentos, do presente trabalho, porém
utilizando a técnica de gas tracador, obtendo valores de 17,41; 19,10 e 22,03 g de CH4/Kg
de MS ingerida para os tratamentos Controle, Grdos de soja e Polpa citrica,
respectivamente. Entretanto, quando se comparado a uma probabilidade de 10%, o
tratamento Polpa apresentou maior emissdo de metano em g/d; Kg/ano e Mcal/ani/d que os
Gréos de Soja e ambos ndo diferiram do controle

Jordan et al. (2006a) avaliaram trés dietas para bovinos (controle, com gréos de soja
ou Oleo de soja) ndo observaram diferenca na concentracdo de AGCC ou relacdo
acetato:propionato. As dietas diferiram na emissdo de metano, onde 0s animais
suplementados com 6leo ou graos de soja apresentaram menor valor, quando obtidos pela
técnica do gas tracador. Jordan et al. (2006b), adicionando 6leo de coco em dietas para
bovinos ndo encontraram, também, diferencas para AGCC, mas apenas para metano, o que
difere dos resultados do presente trabalho.

Primavesi et al. (2004) relatam que a emissdo de CHj (g/h) por bovinos sem
restricdo 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, é reduzida a taxa de emissao 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 diminuicdo de metano, que devem ser lembradas séo a
inclusdo de leguminosas, alteracdo da propor¢cdo volumoso:concentrados, adicdo de
ionoforos e estadio de maturacdo da forrageira nas dietas de ruminantes. O grupo genético
e estado fisiologico também influenciam (PRIMAVESI et al., 2004; NASCIMENTO,
2007; POSSENTI et al., 2008).
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A técnica ex-situ apresenta uma nova varidvel dos pardmetros da fermentacédo, que
permite avaliar a eficiéncia fermentativa dos alimentos. A perda de energia relativa do
metano em relacdo aos demais produtos da fermentacdo (PER), permite associar a
producdo de metano com os produtos intermediarios, os AGCC.

No presente estudo, a PER nédo apresentou efeito de interacdo entre tratamento e
tempo de coleta, apenas foi encontrado efeito de tempo de coleta.

O tratamento Soja ndo alterou a PER. Isto ocorreu devido, provavelmente, a
reducdo no crescimento de bactérias, principalmente, as celuloliticas gram
positivas, e de protozoarios (TAMMINGA; DOREAU, 1991). Assim, é possivel
deduzir que houve reducdo das reacOes geradoras de H, ou promovendo
alternativas que fagam uso de rotas de escoamento de H, durante a fermentagéo
(Joblin, 1999), assim ndo alterando a eficiéncia fermentativa. Isto sugere que 0s
lipidios ndo afetam o metabolismo, exclusivamente, das arqueas metanogénicas.

Apesar de o tratamento Polpa aumentar a producdo de AGCC Totais por Kg de MS
de contetddo ruminal, aumentou as produgdes dos &cidos acético e butirico. Embora a
producdo de &cido acético fosse maior, 0 mesmo tem menos energia por Mol, fazendo com
que a diferenca, na PER, ndo fosse tdo expressiva. A producdo de metano/Kg de MS do
contetdo ruminal ndo foi alterada (P>0,05) pelos tratamentos, ndo alterando, assim, a
PER.

A melhor forma de demonstrar a perda de metano é avaliar a producdo de metano
em relacdo ao produto final (leite ou carne). Jordan et al. (2006a), avaliando duas fontes de
lipidios (grdos de soja e 6leo de soja), com teor de EE de até 6% da MS ingerida, relataram
menor emissdo CH,4 por peso médio de carcaca (L/Kg) e de ganho médio diario de carcaca
(L/Kg) para o tratamento com 6leo de soja. O mesmo foi encontrado quando adicionado
6leo de coco (JORDAN et al., 2006b). Estes autores demonstram um efeito benéfico na

utilizacdo de fontes lipidicas na emissdo de metano.
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7 CONCLUSOES

As diferentes fontes de energia, na dieta de bovinos, afetaram o consumo e a
dindmica ruminal, onde a incluséo de 15% de grdos de Soja reduziu o consumo de matéria

seca, ocasionando uma menor taxa de passagem de sélidos e um maior volume de liquido.

As variaveis de pH ndo sofreram efeito de tratamento. Exceto, o pH minimo e area

de pH abaixo de 6,0 que foram alterados no tratamento Soja.

A incluséo de lipidios na dieta de bovinos pode diminuir a producdo de metano,
mas esse efeito ndo é especificos sobre as arqueas metanogénicas e, portanto, ndo altera a

eficiéncia de fermentacéo ruminal.

Ja a pectina pode aumentar a producdo de metano, por ter alta fermentabilidade

ruminal, sem, contudo alterar a ineficiéncia deste processo.
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