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RESUMO

GARCIA, Liéber de Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2013.
Avaliacdo in vitro de diferentes aditivos sobre a emissdao de metano, a
degradabilidade da matéria seca, a producdo de gases, e as concentracoes de
amonia e acidos graxos volateis. Orientador: Sebastido de Campos Valadares Filho.
Coorientador: Raul Franzolin Neto.

O metano € um dos principais gases do efeito estufa. Sua emissdo tem se
intensificado nos dultimos anos, tornando-se um dos objetos de estudos dos
nutricionistas, uma vez que sua producao também se d4 pela fermentacao ruminal. Foi
objetivo desta pesquisa avaliar in vitro o efeito de aditivos organicos e inorganicos
(monensina, monensina + Fator P, Fator P, Fator P em dose duplicada, Fator P em dose
triplicada, AGE, levedura e farinha de algas) para mitigar CHs, bem como o efeito
desses aditivos sobre as concentracdes ruminais de nitrogénio amoniacal e de acidos
graxos volateis e sobre a degradabilidade da matéria seca e matéria organica do feno de
capim Tifton 85. As dosagens dos aditivos estudadas foram: 20 mg de monensina
sodica’kg MS, 20 mg de monensina soédica’kg MS + 300 mg de Fator P®/kg MS;
300 mg de Fator P®/kg MS; 600 mg de Fator P®/kg MS; 900 mg de Fator P®/kg MS,
100 mg de 6leo essencial/kg MS; 500 mg de leveduras’kg MS; e 5 g de farinha de
algas/kg MS e caulim como tratamento controle. As medi¢des das producdes de gases
foram realizadas nos tempos de 4, 8, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 72 e 96 horas apds a
incubacdo in vitro; nos tempos de 4, 8, 12, 18 e 24 horas também foram coletados os

gases para mensuracdo da producdo de metano. Foram mensuradas também as
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concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NH3), dos &cidos acético, propidnico e
butirico e dos dcidos graxos voldteis totais (AGV) em 24 e 96 horas ap6s a incubacao. O
uso de monensina, Fator P em dose duplicada e leveduras reduziu (P<0,05) a producao
de metano. Nao houve diferenca (P>0,05) nas producdes de AGV e N-NH3 em 24 e
96 horas apds incubagdo. A degradacdo in vitro da matéria seca foi aumentada por todos
os aditivos apds 96 horas de incubacdo. Conclui-se que a monensina, o Fator P e as

leveduras sdo eficientes para reduzir a producao in vitro de metano.
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ABSTRACT

GARCIA, Liéber de Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2013. In
vitro evaluation of different additives on methane emission, the degradability of
dry matter, production of gases, and the concentrations of ammonia and volatile
fatty acids. Adviser: Sebastidlo de Campos Valadares Filho. Co-Adviser: Raul
Franzolin Neto.

Methane is a major greenhouse gas. The issue has intensified in recent years,
becoming one of the objects in the study of nutritionists, since its production is also
given by fermentation ruminal. The objective of this research was to evaluate in vitro
the effect of organic and inorganic additives (monensin, monensin + Fator P, Fator P,
Fator P dose doubled, tripled dose Fator P, AGE, yeasts and algae meal) to mitigate
CH4 and also evaluate the effect of these additives on ruminal concentrations of
ammonia nitrogen and volatile fatty acids and on the degradability of dry matter and
organic matter Tifton hay 85. The dosages of additives studied were 20 mg monensin/kg
DM, 20 mg monensin/kg DM + 300 mg of Fator P ®/kg DM, 300 mg of Fator P ®/kg
DM, 600 mg of Fator P ®/kg DM and 900 mg of Factor P ®kg DM, 100 mg essential
oil/kg DM, 500 mg yeast/kg DM and 5 g of algae meal/’kg DM and Caulin as control
treatment. Measurements of gas productions were performed at times 4, 8, 12, 18, 24,
30, 36, 48, 72 and 96 hours after in vitro incubation, and at times of 4, 8, 12, 18 and
24 hours also were collected for the measurement of methane production gases. Were
also measured concentrations of ammonia nitrogen (NH3-N), acetic, propionic and
butyric and total volatile fatty acids (VFA) at 24 and 96 hours after incubation. The use

of monensin, Fator P dose duplicate and yeast reduced (P <0.05) methane production.
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There was no difference (P> 0.05) in the production of VFA and NH3-N at 24 and
96 hours after incubation. The in vitro degradation of dry matter was increased by every
additives at 96 hours of incubation. Was concluded that monensin, Factor P dose

doubled and yeasts are effective to reduce methane production in vitro.
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1. INTRODUCAO

A atividade antrépica acelerada, em busca do desenvolvimento das sociedades,
tem levado A mudancas climdticas bruscas em todo o globo. Como resultado dessas
atividades, o aumento nas emissoes de gases responsaveis pela concentra¢ao da radiagdo
solar em forma de calor tem contribuido para o agravamento das situacdes climédticas
desfavoraveis.

Estima-se que nos ultimos 200 anos a temperatura média na superficie da terra
tenha subido aproximadamente 6 °C; se a taxa atual de aumento de gases de efeito
estufa (GEE) continuar pelo préximo século no planeta, as temperaturas médias globais
subirdo de 0,2 °C a 0,3 °C por década (STEINFELD et al., 2006; COTTON; PIELKE,
1995).

Os principais gases responsdveis pelo chamado efeito estufa sdo o diéxido de
carbono (CQO,), metano (CH,4), 6xido nitroso (N,O), clorofluorcarbonos (CFCs) e 0zonio
(O3).

As atividades agricolas sdo promovedoras e a0 mesmo tempo estdo vulneraveis as
mudancas climaticas, sendo responsdveis por aproximadamente 15% das emissdes
antropogénicas de CO,, por 49% do CH4 e por 66% do N,O (BRUINSMA, 2003).
Segundo previsdes do IPCC (2001), a atividade agricola € um dos setores da atividade
humana mais vulnerdveis aos efeitos das possiveis alteracdes climaticas, com
repercussdes negativas no que se refere a seguranca alimentar em escala global, em
razdo da dependéncia do desenvolvimento e produtividade das culturas quanto aos

fatores climaticos.



O CHy € produzido a partir da fermentacao entérica, do cultivo de arroz inundado,
da fermentacao anaerdbica da matéria organica em ambientes alagados, das queimadas e
do tratamento anaerdbico de residuos animais. O N,O € resultado do uso de fertilizantes
nitrogenados, da deposi¢cdo de dejetos animais no solo, da fixacdo biologica de
nitrogénio, da lixiviagdo dos solos e da queima de residuos agricolas. A emissao de CO,
€, na sua maioria, proveniente do uso e queima de combustiveis fésseis e renovaveis.

Uma variedade de processos do ecossistema e o uso da terra podem afetar os
fluxos de gases de efeito estufa, como fotossintese, respiragdo, nitrificagao/
desnitrificacdo, fermentacdo intestinal e combustao.

Os fluxos de CO, entre a atmosfera e os ecossistemas sido controlados
principalmente pela absorcdo através da fotossintese das plantas e liberagcdo através da
respiracdo, decomposi¢do e combustdo da matéria organica. A emissdo de N,O nos
ecossistemas ocorre, principalmente, como subproduto da nitrificagdo e desnitrificacao.
Ja o CH4 € emitido por meio da metanogénese em condi¢des anaerdbicas em solos € na
armazenagem de estrume, através da fermentacdo entérica, e durante a combustio
incompleta da matéria organica.

O Brasil possui uma populagdo de aproximadamente 180,4 milhdes de bovinos
(ANUALPEC, 2012) e emitiu 9,77 Teragramas (Tg — 1012g) de CH4 no ano de 1994,
provenientes da pecudria, sendo 9,38 Tg de CH4 (96%) correspondente ao processo de
fermentacado entérica (incluindo bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos, muares, asininos,
equinos e suinos) e 0,39 Tg (4%) por dejetos animais (MCT, 2006; LIMA et al., 2001),
o que salienta a responsabilidade ambiental para o Pais.

Nutricionistas depararam com o desafio de desenvolver estratégias para atenuar a
producdo de metano no sistema produtivo de ruminantes (MCALLISTER et al., 1996),
possibilitando maior eficiéncia alimentar (producdo/kg de alimento ingerido) e
consequente melhoria na produtividade animal.

A emissdo total de metano proveniente da pecudria doméstica no Brasil aumentou
20,9% no periodo de 1986 a 1995, passando de 8,22 para 9,94 Tg. A bovinocultura de
corte representa 82,1% da produ¢do de metano via fermentagdo ruminal, e a
bovinocultura de leite, 52,5% das emissdes de metano via geracdo e manejo das fezes
(EMBRAPA, 2006a).

A produc¢do de metano no rimen é parte do processo digestivo normal dos
herbivoros ruminantes. A fermentacdo ruminal do material vegetal ingerido é um

processo anaerdbico que converte os carboidratos (estruturais ou ndo estruturais) em



acidos graxos de cadeia curta, como os dcidos acético, propidnico e butirico. Ao se
produzir essa transformacgdo, libera-se calor, que € dissipado como calor metabdlico
pela superficie corporal, e sdo produzidos di6xido de carbono (CO,) e metano (CHy), as
quais sao eliminados, pelo menos em parte, com os gases respiratérios (DUKES;
SWENSON, 1977).

A conversdao anaerébica da matéria organica em CHs no rdmen envolve um
consércio de microrganismos ruminais com etapa final realizada pelas bactérias
metanogénicas. Vdrias espécies metanogénicas foram isoladas em diversos habitats
anaerdbios, mas somente duas, Methanobrevibacter ruminantium e Methanosarcina sp.
sdo encontradas em grande ndmero no rimen (MCALLISTER et al., 1996).

Franzolin et al. (2012) observaram maior diversidade de Archaeas metanogénicas
relacionadas ao género Methanobrevibacter em bufalos; entretanto, destacaram a
complexidade da populacdo metanogénica no ambiente microbiano ruminal em resposta
ao tipo de dieta dos animais.

A relagdo acetato:propionato pode variar entre 0,9 e 4,0, sugerindo que as perdas
por metano podem variar amplamente (JOHNSON; JOHNSON, 1995). A producao
indesejavel de gds metano pelas bactérias ruminais e intestinais corresponde a uma
perda energética de até 13% em relacdo a energia do alimento ingerido (LANA, 1998).

Para reduzir ou desviar a formacdo de CH, entérico, deve-se lancar mao de
alternativas que envolvam a manipulacio da fermentagdo ruminal, como: uso de dietas
que diminuam a relagdo acetato:propionato e/ou acdo direta sobre 0os microrganismos
metanogénicos e produtores de H.

O uso de aditivos nas dietas tem sido uma alternativa promissora. No entanto,
alguns desses aditivos s@o classificados como antibiéticos, podendo trazer algum risco
para a populacdo. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar in vitro o efeito de
aditivos organicos e inorganicos para mitigar CH4, bem como o efeito desses aditivos
sobre as concentragdes ruminais de nitrogénio amoniacal e de dcidos graxos voldteis e

sobre a degradabilidade da matéria seca e matéria organica.



2. REVISAO DE LITERATURA

Apds 2002, com a ratificacdo do protocolo de Kyoto, varios paises de clima
tropical se comprometeram a levantar dados sobre as emissdes de gases de efeito estufa
e maior investimento foi destinado as pesquisas nesse aspecto no setor agropecuario.

Primavesi et al. (2004) mostraram que vacas holandesas em lacta¢do, consumindo
pasto adubado de capim Tobiatd (Panicum maximum L.) e suplementados com
concentrado contendo 20% de proteina bruta, produziram anualmente 147 kg de
CHy/animal, enquanto vacas mesticas (Holandés x Zebu) em lactagdo sob pasto de
Brachiaria decumbens Stapf. adubada e suplementada com concentrado com 18% de
proteina bruta emitiram apenas 121 kg CHs/animal. Além das diferengas entre racas,
observa-se que esses valores sdo altos quando comparados aos valores médios
encontrados na América do Norte (118 kg de CHs/animal/ano) e teste Europeu (100 kg
de CHa/animal/ano), onde a produ¢do média anual de leite é, em média, de 6.700 e
4.200 kg/animal, respectivamente (IPCC, 1996), maior que a produ¢do média do Brasil
em 1997, estimada em aproximadamente 722 kg/animal (MCT, 2006).

O rdmen é um dos quatro compartimentos do sistema digestorio dos ruminantes,
sendo camara fermentativa que propicia ao animal o aproveitamento de alimentos
fibrosos, pouco digeriveis por animais monogastricos. Nesse ambiente anaerdbico, ha
uma gama de microrganismos agrupados em bactérias, protozodrios e fungos. Muitas
relagcdes existem entre esses microrganismos, nas quais o subproduto da digestdo de um

torna-se substrato para outra espécie (MOSS, 1993).



Os microrganismos degradam o alimento que chega ao rimen, gerando energia na
forma de ATP para seu proprio crescimento. Os 4cidos graxos volateis (AGV),
utilizados pelos ruminantes como fonte de energia, e a NH; um dos fatores para a
sintese de proteina microbiana, sdo produtos finais do metabolismo microbiano. Além
desses, a fermentacdo anaerébica ruminal também produz compostos inadequados para
o animal e também para os microrganismos, como o NOs, CO,, CHy e H (CHURCH,
1993).

O CH; é produzido por um grupo especifico de microrganismos, chamado de
metanogénicos, do dominio Archaebacteria (MOSS, 1993). O CH4 pode também ser
produzido por protozodrios, os quais constituem até 20% dos microrganismos
metanogénicos no rimen. Bactérias metanogénicas podem utilizar principalmente H e
formato como doadores de elétrons, produzindo metano, embora algumas bactérias
possam também reduzir metanol, metilaminas e acetato (MOSS, 1993).

Parte do metano produzido pode ser absorvida pelas paredes ruminais, entrar na
corrente sanguinea e ser eliminada via expiracdo. Entretanto, a maior parte € eliminada
por eructacao juntamente com CO; e tracos de H, H,S, N, e O,, na propor¢ao de 1/3 de
CH, e 2/3 de CO, (KOZLOZKI, 2009).

O H € produzido em maior ou menor concentracio em fun¢do do tipo de
carboidratos, ou seja, da proporcao relativa dos principais AGV (acetato, propionato e
butirato) (MAYNARD et al., 1984; MACKIE et al., 2002).

Animais que recebem dietas ricas em graos propiciam maior producdo de
propionato, ndo eliminando H no rimen no final do processo de sua produgdo. Por outro
lado, dietas ricas em volumosos propiciam maior desenvolvimento de bactérias
celuloliticas, as quais geram no rimen maior relacdo acetato:propionato, promovendo
excesso de H no rdmen. Para manutencdo do pH ruminal, as bactérias metanogénicas
consomem o H, formando o CH4, que funciona como um dreno de H.

Valadares Filho e Pina (2011) (Tabela 1) demonstraram as reagdes e substratos
para a metanogénese e a fermentacdo da glicose por R. albus produzindo acetato,
etanol, H, e CO, em monocultura e com formacdo de metano na presenca de bactérias

metanogénicas (Figura 1).



Tabela 1 - Substratos utilizados para metanogénese

Substrato | Equacgdo
Hz (&) C02 4 Hz + COZ - CH4 + Hzo
Formato 4 HCO;H — CH, + CO, + 2 H,0O
Metanol 4 CH;0H — 3 CH, + CO, + 2 H,0O
Metanol e H, CH3OH +H, - CH4 + Hzo
Metilamina 4 CH;NH,CI + 2 H,O — 3 CH, + CO, + 4 NH,C1
Dimetilamina 2 (CH3), NHC1 + 2 H,0 — 3 CH4 + CO, + 4 NH,C1
Trimetilamina 4 (CH;); NHCI + 6 H,O — 9 CH, + 3 CO, + 4 NH,CI
Acetato CH;CO,H — CH4 + CO,
Glicose Inibe
G-3-P
NAD Fdox @ CO,
NADF Fd.e H' CH,
o4
\ 4 éi%
Piruvato k" A
CoASH Fdox ( a
co, v Freg H'
Acetil-SCoA > Acetato
NADH
NAD v ADP ATP

Etanol

Figura 1 - Fermentacdo da hexose por R. albus na auséncia e presenca de bactérias
metanogénicas.

2.1. Formas de mitigacio do metano entérico

Diversos fatores podem influenciar a producdo de metano via fermentacdo
entérica. Estudos realizados por Miller (1995), Johnson e Johnson (1995) e McAllister
et al. (1996) citaram consumo de alimento, quantidade de grdos na dieta e tipo de
carboidratos, tamanho de particulas, estigio de crescimento da planta forrageira,
digestibilidade dos alimentos, suprimento de minerais, manipulacio da microflora
ruminal, espécie animal e adi¢do de lipideos e/ou iondéforos como componentes

envolvidos na produ¢do de CH,4 ruminal.



2.1.1. Ionéforos

Existem mais de 120 tipos de antibidticos iondforos, apesar de apenas monensina,
lasalocida, salinomicina e laidomicina propionato serem aprovados para uso em dietas
de ruminantes (REIS et al., 2006). Os ion6foros t€ém a capacidade de aumentar a
eficiéncia de utilizacdo da energia, diminuindo os distirbios digestivos (RODRIGUES
et al., 2000). A utilizacdo de ionoforos € capaz de reduzir a producdo de metano,
propiciando ao animal maior eficiéncia na conversao de energia (BEACOM, 1998).

As bactérias existentes no rimen sdo classificadas em dois grandes grupos: gram-
positivas e gram-negativas. De acordo com Russel e Strobel (1989), o modo de acdo
distinto dos ion6foros entre os microrganismos se deve a diferenca entre os envoltdérios
celulares das bactérias dos dois grupos. As gram-negativas possuem parede celular e
uma membrana externa de protecdo com canais (orificios que ligam o meio intracelular
ao extracelular) com aproximadamente 600 Daltons. J4 as bactérias gram-positivas
apresentam apenas uma membrana porosa, nao seletiva, sendo, portanto, sensiveis aos
ion6foros.

O modo bésico de ag¢do dos iondforos resulta da interferéncia no fluxo i6nico
normal através da membrana dos microrganismos e dissipacdo do gradiente de prétons e
cations (ROMATOWSKI, 1979; ISICHEI, 1980).

Por possuirem tanto regides apolares como polares, os ionéforos t€m como
caracteristicas a capacidade de interagir com as membranas celulares e de reter cétions.
O resultado € que os iondforos podem formar complexos lipossoliveis com os cations
polares K*, Na*, Ca®* e Mg”*, que atravessam as paredes celulares porosas compostas
por peptidoglicanas dos microrganismos gram-positivos (GOULART, 2010).

O complexo ionéforo + cédtion adere a bactéria, atravessa a parede celular e se
solubiliza na membrana celular lipidica bilaminar. Uma vez solubilizado, o cétion é
trocado por um préton (H). A concentra¢do citoplasmética de K™ é maior do que a
concentraciio extracelular, o que favorece a saida do K* intracelular, com concomitante
entrada de H* extracelular (Figura 2).

A consequéncia € a reducdo da concentracdo de K+ no interior da célula
bacteriana, bem como do pH, causada pelo influxo de H+. Esses disturbios ativam os
mecanismos homeostaticos, que consomem energia, causando a morte da bactéria gram-

positiva (RUSSEL; STROBEL, 1989).
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Fonte: Adaptada de Goulart (2010).

Figura 2 - Mecanismo de ac¢do de ion6foro em gram-positivos.

O uso de iondforos altera a fermentagdo ruminal, com aumento na retencdo de
energia, devido a maior producdo de propionato em relagdo ao acetato. Experimentos
demonstraram melhora de até 7,5% na conversdao alimentar e redugcdo de 4% da
excrecdo de compostos nitrogenados pelos animais (TEDESCHI, 2003). Lana e Russel
(1996) observaram melhoria de aproximadamente 31% na relagdo acetato:propionato
com o uso de ionoforos.

A suplementagdo com monensina em dietas de bovinos pode diminuir de 27 a
30% a emissdao de metano entérico por duas a quatro semanas, dependendo do contetddo
de energia da dieta (GUAN, 2006).

Estudos com vacas Holandesas em lactacdo, avaliando a suplementacdo com
monensina, mostraram reducdo na produ¢do de metano de 10 a 21%, em periodo de

65 dias (SAUER, 1998).

2.1.2. Leveduras

As leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisae, t€ém sido utilizadas na

alimenta¢@o animal como probidtico devido aos beneficios que provocam na digestao.



As culturas de leveduras podem operar modificando a fermentagdo ruminal
fundamentalmente de duas formas: fornecendo fatores estimulatdrios para as bactérias
ruminais e absorvendo o oxigénio que entra no ambiente ruminal (MARTIN; NISBET,
1992). O 4cido madlico parece ser um dos principais fatores estimulatérios fornecidos
pelas leveduras, pois favorece o crescimento e a atividade de bactérias utilizadoras de
lactato e previne flutuacdes do pH ruminal. Assim, o pH do rimen torna-se mais
estavel: a metanogénese e a propor¢ao de dcidos graxos de cadeia curta sdo alteradas;
consequentemente, a concentracdo de acido latico diminui.

Com o aumento das bactérias celuloliticas, a taxa de degradacdo ruminal e a
digestibilidade aparente da matéria seca (MS), especialmente a fracdo fibrosa, tendem a
se elevar. A utilizacdo de amonia, a sintese e o fluxo de proteina microbiana para o
duodeno também podem aumentar como consequéncia da maior atividade das bactérias
no rumen. Tudo isso pode contribuir para melhorar o consumo de matéria seca, a
eficiéncia do metabolismo energético e o desempenho animal (NEWBOLD et al.,
1996).

Williams (1988), avaliando o efeito da adicdo de leveduras (Saccharomyces
cerevisae) na dieta de bovinos, relatou aumento de até 25% no nimero de bactérias
celuloliticas e melhoria na concentragdo total de acidos graxos voldteis, com incremento
de 4cido acético e redugdo da producdo de metano. As leveduras promovem aumento da
competicdo entre bactérias acetogé€nicas e metanogénicas por hidrogénio; assim,
reduzem a producdo de metano e aumentam a retencdo de energia (CHAUCHEYRAS
et al., 1995).

Mwenya et al. (2004), em estudo do efeito da inclusdao de P1-4 galacto-
oligossacarideos (GOS), bactérias laticas (LAB — Leuconostoc mesenteroides subsp.
Mesenteroides) e cultura de levedura (YC — Trichosporon sericeum) sobre a
metanogénese, energia e metabolismo de compostos nitrogenados em ovinos
alimentados com dieta contendo feno e concentrado, observaram reducao de 10% na
producdo de metano (L/dia) em ovinos que receberam dieta com adi¢dao de levedura.
Gamo et al. (2002) também relataram menor producdo de metano in vitro com a

inclusdo de GOS na dieta.



2.1.3. Acidos graxos essenciais

Os 4cidos graxos tém como principais fun¢des a constituicdo de fosfolipideos e
glicosideos, a modificacdo de proteinas pela unido covalente e o direcionamento para os
locais de membrana. Sdo também moléculas fornecedoras de energia, e alguns de seus
derivados atuam como hormodnios e mensageiros intracelulares. Os mamiferos nao tém
enzimas para introduzir duplas ligagdes além do C-9 na cadeia de &acidos graxos,
portanto, nao podem sintetizar os dcidos linoleico e linolénico, que sdo acidos graxos;
essenciais e precursores de vdrios outros compostos. O termo essencial significa que
eles tém de ser supridos pela dieta por ndo terem sintese endégena (WAKIL, 1989).

A adicao de lipideos a dieta, dependendo da quantidade suplementada, do grau de
insaturacdo e do comprimento da cadeia do lipideo, pode reduzir a fermentagao ruminal
dos carboidratos estruturais e, consequentemente, as emissdes de CHy. O fornecimento
de lipideos insaturados estd associado a reducdo na producdo de CH4 ruminal, por
exercer acdo deletéria sobre as bactérias metanogénicas e protozodrios, devido ao
consumo de H, no processo de bio-hidrogenacio (MACHMULLER et al., 1998).
A adicdo de lipideos as dietas e o grau de reducao dependem das fontes de fibra e de
lipideos (VALADARES FILHO; PINA, 2011).

Ferreira e Bonifécio (1996) observaram que o polimero de 6leo vegetal teve agao
eficaz sobre bactérias patogénicas e fungos. Sua acdo promove a lise celular nos
microrganismos (CHIERICE, 1995). Ito (1999) avaliou o tempo de atuagdo do Ricinus
assept e verificou que ele foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococus aureus
ATCC 25923, e de Echerichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
2327.

Fernandes (2001), trabalhando com feno de capim tifton e sua substitui¢do por
casca de soja nos niveis de 20 e 80%, adicionados ou ndo de 1 g de acidos graxos
essenciais (AGE), observou aumento significativo na degradacdo efetiva da FDN,

sugerindo o seu uso para melhorar a eficiéncia de utilizacao da fibra.

2.1.4. Fator P®

O Fator P® é um aditivo desenvolvido pela empresa Premix, sendo composto por
polimeros de 4cidos graxos essenciais, levedura, aminoédcidos e mineral organico. Tem
sido utilizado como promotor de eficiéncia alimentar para animais ruminantes e

equideos.
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Dados de campo tém demonstrado que seu uso regular tem melhorado o ganho de
peso, os parametros ruminais, a digestibilidade da FDN, além de apresentar resposta
imunoldgica aumentada.

Padua et al. (2003), trabalhando com suplementacdo proteica, com e sem Fator
P®, em quatro grupos genéticos constituidos de Nelore, Tricross (Santa Gertrudes x
Angus x Nelore), Montana e Bonsmara, observaram 26% de aumento no desempenho
entre os tratamentos com Fator P®, em relagdo aos ndo tratados com o aditivo.

Uma vez que o Fator P® melhora o desempenho animal, devido aos seus
constituintes 4cidos graxos essenciais e leveduras, é de interesse seu estudo na

metanogénese ruminal.

2.1.5. Farinha de algas

O Lithothamnium calcareum pertence ao grupo das algas vermelhas ou
rodoficeas, da familia das coralindceas. E uma alga de aspecto calcdrio, pois absorve o
carbonato de cdlcio e magnésio. Nao é fonte de proteina, vitaminas, carboidratos e
lipideos, somente de macro e microminerais em concentragcdes variadas, dependendo do
local, da estacdo do ano e da profundidade.

H4 varias pesquisas com farinha de algas no que tange a dose-resposta. Contudo
hd uma lacuna a ser elucidada quanto aos parametros ruminais e seus efeitos nos
microrganismos ruminais.

Em revisdo bibliogréfica realizada por Melo e Moura (2009), foram apresentados
estudos acerca de seu uso na produ¢do animal. Para ruminantes, houve trabalhos que
demonstraram aumento na producao e teor de gordura no leite e incremento de 26% no
ganho de peso em vacas em lactacdo e bovinos de corte, respectivamente. As dosagens
que obtiveram o melhor desempenho foram de 50 g/animal/dia para animais leiteiros e
10% de substituicdo da mistura mineral comercial para animais de corte.

Desconhece-se a relacdo da farinha de algas com o aumento na producdo e do teor
de gordura no leite, porém o aumento do teor de cédlcio e magnésio no sangue dos
animais pode estar relacionado a maior biodisponibilidade destes nutrientes (MELO;
MOURA, 2009).

Os resultados de melhoria no ganho de peso podem estar relacionados com o
aumento da digestibilidade aparente da proteina bruta de forragens, fato também

observado por Orsine et al. (1989) e Melo et al. (2002), os quais relataram que a adi¢ao
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da farinha de algas calcérias na dieta de bovinos melhorou a qualidade e a producdo de
leite, promoveu aumento no ganho de peso e melhorou a digestibilidade aparente da
proteina bruta de forragens de baixa qualidade.

Montafiez-Valdez et al. (2007) relataram que a inclusdao de Lithothamnium
calcareum como tamponante em dietas com 70% de concentrado aumentou o pH
ruminal e o desenvolvimento de protozodrios ruminais € ndo prejudicou a

degradabilidade in situ da matéria seca e da FDN.

2.2. Técnica in vitro da producao de gases

A técnica in vitro da producdo de gases, assim como a técnica in sifu, é¢ baseada na
degradacdo dos alimentos pelos microrganismos ruminais. Essa técnica permite, pela
simulacdo in vitro do ambiente ruminal, medir o desaparecimento de material no
decorrer do tempo, pela quantificacdo dos residuos apds a incubagdo, e observar a
cinética de fermentacdo, uma vez que mensura a formacdo de gases da a¢cdo microbiana
durante o processo de degradacdo (BUENO, 2002).

Ha alta correlacao entre a producao de gases, a digestibilidade e a degradabilidade
do alimento (MENKE et al., 1979; THEODOROU et al., 1994; BLUMEL et al., 1997;
MAURICIO et al., 1998; BUENO et al., 1999a). A producio de gases na técnica in vitro
€ proporcional ao ataque microbiano. Assim, com a medi¢do dos gases produzidos em
intervalos frequentes, € possivel estimar a quantidade de substrato que foi digerida.

Essa técnica tem como vantagens a praticidade de medi¢@o na produgdo de gases,
usando um transdutor, e a pequena quantidade necessdria de amostra para o ensaio
(THEODOROU et al., 1994; MAURICIO et al., 1998).

Entre os diversos modelos matemadticos utilizados para expressar os dados de
cinética fermentativa, sdo citados o de @rskov e Mcdonald (1979) e o de France et al.
(1993). Como a técnica de producdo de gases € mais sensivel que a técnica de sacos de
nailon, o modelo de France et al. (1993) representa melhor o perfil sigmoidal da cinética
fermentativa.

Assim, devido aos fatores supracitados, os estudos sobre uso de aditivos na
mitigacdo de metano vem atender ao anseio da sociedade em produzir uma pecudria

sustentdvel e altamente produtiva.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Campus da USP, na cidade de Pirassununga, Sdo Paulo. As anélises
laboratoriais, bem como o periodo de incubagdo, foram realizadas no Laboratério de
Metabolismo Ruminal (LABRUMEN) da referida instituicao.

Quatro fémeas da raca Holandesa, com 510 kg de peso vivo médio, fistuladas no
rimen, alimentadas com 70% de feno de capim Tifton 85 e 30% de concentrado, foram
utilizadas para doagdo de indculos na fermentagdo in vitro. Ficaram alojadas em baias
individuais providas de comedouro e bebedouro automdtico, no Campus de
Pirassununga da USP, durante 21 dias.

O volumoso utilizado foi o feno de capim Tifton 85 (Cynodon sp.), cuja
composi¢cdo € mostrada na Tabela2, e o concentrado foi uma ragdo comercial
denominada de Bovinos 18 Premix, que apresenta a seguinte composicdo por
quilograma do produto: proteina bruta — 180 g; NNP eq. proteina — 40 g; FDA — 190 g;
extrato etéreo — 30 g; matéria mineral — 70 g; Ca — 20g; P —45¢g; S - 1g; Co —
0,21 mg; [ - 0,5 mg; Se — 0,3 mg; Na— 1,9 g; Zn — 60 mg.

Um dia antes da coleta dos in6culos, os frascos foram pesados e identificados,
sendo adicionados de 1 g de feno e mantidos em estufa a 39 °C. No dia da coleta, foram
adicionados 90 mL de meio final nos frascos e os aditivos. O meio final foi composto de
solucdo de microminerais, solu¢do de macrominerais, solucido-tampao, solucdo

rezasurim, meio B e dgua destilada (Tabela 3). Foram coletadas proporcdes iguais de
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liquido e conteido ruminal (fase sdlida), que foram acondicionados em garrafas

térmicas e sacos pldsticos, para serem levados imediatamente ao laboratodrio.

Tabela 2 - Composi¢do quimico-bromatolégica do feno de capim Tifton 85

Nutriente ‘ % MS
Matéria Seca 92,51
Proteina Bruta 14,91
FDN 84,48
FDA 40,71
Hemicelulose 43,77
Extrato Etéreo 1,31
Matéria Mineral 7,60
NDT (estimado)* 52,83

* segundo equagdo para volumosos do NRC (2001).

Tabela 3 - Solucdes e Meio Final para preparo do in6culo

Solugdo de microminerais Solug@o de macrominerais Solucdo Tampao
Reagente ‘ g/L Reagente ‘ g/L Reagente g/L
CaCl,.2H,0 132,00 Na,HPO, 3,75 NH,HCO; 4,00
MnCl,.4H,0 100,00 KH,PO, 3,32 NaHCO; 35,00
CoCl, 6H,0 10,00 MgS0,.7H,0 0,60
FeCl;.6H,0O 80,00
Meio B Solucdo de rezasurin Meio Final
Reagente | un/100 mL Reagente g/L Ingrediente mL/L
Cysteine HCI (g) 625,00 Rezasurin 0,100 Agua destilada 520,30
Agua destilada (ml) 95,00 Sol. Micronutrientes 0,11
NaOH IM (ml) 4,00 Sol. Macronutrientes 208,10
Na2SO0; (g) 328,13 Sol. Tampdo 208,10
Sol. Rezasurin 1,00
Meio B 62,40

O liquidificador foi insuflado com CO, e, em seguida, colocou-se metade do
volume do liquidificador em contetido ruminal e metade do volume em liquido ruminal,
misturado por aproximadamente 10 segundos. Posteriormente, a mistura foi filtrada em
dois tecidos de algoddao novos e interpostos de forma que as fibras ficassem em direcoes
diferentes em um béquer de plastico.

O filtrado foi entdo transferido para um erlenmeyer em banho-maria a 39 °C e
insuflado com CO;,_ Essa operacgdo foi repetida para cada um dos quatro indculos.

Ap6s o preparo de cada indculo, foram adicionados 10 mL deles em cada frasco,

tampados imediatamente, homogeneizados e incubados em estufa de circula¢do forcada
a39 °C.
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O perfil cumulativo de gases foi medido utilizando um transdutor e um datalogger
(PressDATA 800).

Foram avaliados nove tratamentos constituidos de aditivos para mensuragao dos
efeitos na modulagao da fermentagdo: monensina sédica, Fator P®, Fator P® em dose
duplicada, Fator P® em dose triplicada, monensina sddica associada ao Fator P®, 6leo
essencial (4cido oleico), levedura, farinha de algas e caulim como tratamento controle,
nas dosagens de: 20 mg de monensina sédica’kg MS, 20 mg de monensina + 300 mg de
Fator P®/kg MS, 300 mg de Fator P®/kg MS, 600 mg de Fator P®/kg MS, 900 mg de
Fator P®/kg MS, 100 mg de 6leo essencial/’kg MS, 500 mg de levedura’kg MS, 5 g
de farinha de algas/kg MS e 300 mg de caulim/kg MS como tratamento controle. Todos
os aditivos foram diluidos em 25 mL de &4gua destilada, para homogeneizagdo;
posteriormente, foram pipetadas aliquotas correspondentes, nas concentragcdes
desejadas.

Para efeito de analise laboratorial, todos os tratamentos foram realizados em
triplicatas, sendo um dos frascos destinado ao ensaio de producao de metano.

As medicdes das producdes de gases foram feitas nos tempos de 4, 8, 12, 18, 24,
30, 36, 48, 72 e 96 horas apds incubacao (Figura 3); nos tempos de 4, 8, 12, 18 e
24 horas também foram coletados os gases para mensuracdo da producdo de metano
(Figura 4).

Em cada tratamento, os gases para a produc¢do de metano foram transferidos para
tubos de vacuntainer, onde foi obtido o acumulado em 24 horas de fermentacdo, e a
mensuracao foi feita utilizando cromatdgrafo Schimadzu GC2014.

As 24 e 96 horas, foram coletados 2 mL de liquido dos frascos, sendo adicionado
0,4 mL de 4cido férmico, para determinagao de acidos graxos volateis (acético, butirico
e propiodnico), utilizando cromatografia liquida de alta precisao (HPLC) em
equipamento Shimadzu GC2014, no Laboratério de Cromatografia do Departamento de
Nutricdo e Produ¢do Animal da FMVZ/USP, utilizando 1uL da amostra, com
repeticoes quando a diferenca entre as leituras foi superior a 5%.

Para determinacdo do N-amoniacal (N-NH3) nos tempos de 24 e 96 h, foram
coletados 2 mL de liquido das garrafas, sendo posteriormente acidificados com 1 mL de
acido sulfdrico (1N); essa concentracdo foi determinada por colorimetria, segundo

método descrito por Weatherburn (1967).
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A degradabilidade in vitro da matéria seca e matéria organica foi determinada as
24 e 96 horas pela recuperagdo da fracdo nao degradada, utilizando filtracdo do residuo

de acordo com a técnica descrita por Bueno et al. (2005, 2008).

Figura 3 - Verificacdo da pressdo de gas.

Figura 4 - Amostragem de gds para mensurag¢do de metano.

O modelo matemadtico usado para expressar a cinética fermentativa foi o de
France et al. (1993):

A=Arx 1_6[—bx(t—to)—cx(\/t—\/to)]}

em que A € o volume acumulado de gases produzidos at€ o tempo t; A € o volume
assintdtico dos gases produzidos; b e c¢ sdo constantes do modelo; e ty representa o

tempo de colonizagdo discreto.

16



O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo nove tratamentos e
quatro repeticdes (indculos). Nas andlises estatisticas foi utilizado o PROC GLM do
programa estatistico SAS (SAS, 2000), considerando o teste de hipdteses a 5% de

probabilidade de aceitac@o ou rejeicao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume final de producao de gas (A), ti e lag time (L) produzidos pelo uso dos
aditivos nao diferiram (P>0,05) do tratamento controle (Tabela 4) e (Figura 5).

O tempo de colonizacdo (L) foi alto para todos os tratamentos, provavelmente
devido a utilizacao exclusiva de volumoso, no ensaio de fermentacgdo.

O t, representa o tempo necessdrio para que metade da assintota seja atingida;
assim, quanto menor o t;,, maior a eficiéncia de fermentagao.

Todos os aditivos, com exce¢dao do AGE, aumentaram (P<0,05) a degradagdo da
matéria seca apos 96 horas de incubacao.

O fator de particdo (PF) dos diferentes aditivos diferiu (P<0,05) do tratamento
controle, com excecao do tratamento com acido graxo essencial (AGE), mostrando que
a eficiéncia de degradagdo (PF) foi maior e a perda de energia menor para a maioria dos
aditivos.

A producdo de metano (CHy) foi influenciada (P<0,05) pelos aditivos monensina
(Mon), Fator P em dose duplicada (FP2x) e leveduras (Lev) (Tabela 5 e Figura 6). No
entanto, a combina¢do de monensina com Fator P ndo diferiu (P>0,05) do tratamento
controle. Uma possivel explicacdo poderia ser o fato de a quantidade administrada de

Fator P junto ao inéculo ser pequena e a dilui¢do da monensina junto ao Fator P.

18



Tabela 4 - Parametros do modelo de France et al. (1993) e produgdes relativas de gases com diferentes aditivos

. Aditivos
Variavel* EPM*#*
Controle | Mon | MontFP | FP | FP2x | FP3x | AGE | Lev Algas
A (mL.g'MS) 212,925 205,000  203,125¢ 212,425 212250 210,125™¢ 221,450" = 215425  214,550™ 3,098
b 0,077 * 0,077 *  0,080*° 0,077 ** 0,078 *° 0,073 0,072°¢ 0,074 * 0,078 *° 0,001
c(h'? 0,391*®  -0,383"  -0410° 0,391 0,396  -0364° -0,360 * 0,378  -0,395® 0,011
ti» (h) 30,212 29,950 29,990 30,585 30,225 30,635 31,152 31,010 29,995 0,362
L (h) 6,600 6,155 6,475 6,435 6,370 6,150 6,182 6,345 6,285 0,219
DG MS 96 (%) 56,578 ° 67,138 ° 67,545 * 68,148 ° 68,288 * 68,245 * 62,428" 67,668 68,195 * 3,181
DG MO 96 (%) 63,518"° 66,365  66,980* 68,068 ° 67,763" 67,513 * 65,833 67,238 67,765 ° 1,186

PF 96 (mg MSd/mL) 2,702° 3,332° 3,377° 3,265 3,270 ° 3,315° 2,897 3,207 *° 3,232° 0,154
* A: volume final ou producdo potencial de gases; b e c: constantes do modelo; t;,,: tempo no qual a metade de V, € atingida; L: tempo de colonizagido; DG MS 96:
degradabilidade da matéria seca em 96h de incubagdo; DG MO 96: degradabilidade da matéria organica em 96h de incubacdo; PF: fator de particdo, quantidade de MS

degradada por mL de gas produzido em 96 h de incubacio.

**EPM: erro-padrao da média.
*#** Mon: monensina sddica; Mon+FP: monensina sédica associada ao Fator P®; FP2x: Fator P® em dose duplicada; FP3x: Fator P® em dose triplicada; AGE: 4cido graxo

essencial; Lev: leveduras; algas: farinha de algas.
abed medias seguidas por letras diferentes ,nas linhas, diferem entre si (P<0,05).

19



240,0
220,0
200,0 //
180,0 .
=== |Vlonensina
§ 160,0 === Monensina + FP
bo
TEi 140,0 Fator P
E 120,0 == Fator P (2x)
é‘} 100,0 === Fator P (3x)
2 80,0 AGE
b Leveduras
£ 60,0
A .
4 Farinha de Algas
40,0
Controle
20,0
0,0 =
200 ﬁ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Tempo (h)

Figura 5 - Perfis da cinética de fermentacdo in vitro do feno de Tifton 85 com
diferentes aditivos.

Considerando a média de producdo de metano entre monensina, Fator P em dose
duplicada e leveduras e supondo um ruminante ingerindo 10 kg de MS/dia, esse animal
poderia deixar de eliminar na atmosfera 2,853 litros de CHa/dia, em comparagdo ao
animal que ndo ingeriu aditivos.

As degradacdes da matéria seca e da organica apds 24 horas de incubacgdo, o PF24
e a produgdo de gases apds 96 horas de incubacdo ndo diferiram entre os aditivos e o
tratamento controle.

Durante o processo de fermentagdo, sdo produzidos dcidos graxos volateis (AGV)
e amoOnia (N-NHj3) (Tabelas 6 e 7 e Figuras 7 e 8). Entre os que se destacam pela maior
producdo durante o processo de fermentacdo estdo os dcidos acético, propidnico e
butirico. Também sao produzidos em menor quantidade os 4cidos férmico, isobutirico,
isovalérico e valérico (VALADARES FILHO; PINA, 2011).

Nao houve diferenca significativa (P>0,05) na concentracdo molar de N-NHj,
AGV totais, acidos acético, propidonico e butirico entre os aditivos estudados e o
controle em 24 horas de incubacdo. As producdes de AGV totais e de dcido acético apds
96 horas ndo diferiram (P>0,05) entre os aditivos. No entanto, somente o aditivo FP

diferiu (P>0,05) do controle nas concentracdes dos dcidos acético e butirico.
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Tabela 5 - Produgio de gases totais (PG expressa em mL.g"MS), metano e degradacio da MS e MO in vitro com diferentes aditivos

Varidvel* Aditivos™H EPM**
Controle | Mon | Mon+FP | FP | FP2x FP3x AGE Lev Algas
PG 12h 14,475 15,425 13,650 14,000 14,250 14,975 14,950 14,025 14,950 0,997
24h 76,350 74,850 73,375 74,450 75,850 74,275 76,050 74,250 77,625 1,864
48 h 166,300 160,600 159,975 164,475 165,825 161,625 168,175 164,825 168,350 2,680
72h 199,625 192,350  191,275° 198,600 ™ 199,100 ** 195,500 **° 205,000 200,150 ** 201,575 ® 2,933
96 h 209,450 ™ 201,725 200,200 208,825 208,875 206,075™ 216,775  211,150® 211,225® 3,033
CH, 1,385 1,019 ¢ 1,217 %4 12254 1,117 1,323 ®¢ 1,356 1,163 ™ 1,369 * 0,067
DG MS 24 (%) 35,537 35,037 35,402 34,375 35,296 34,890 35,807 35,015 34,750 0,495
DG MO 24 (%) 31,696  31,067° 32,267 31,207° 31,856 ™  31,872%  33,060* 31,630 31,960 ®° 0,467
PF 24 (mgMSd/mL) 4,670 4,747 * 4,855*° 4,630 * 4,636 ® 4,705 * 4,717 %® 4,727 4,480° 0,101

* PG12: producdo de gases com 12 horas de incubagdo; PG24: produgdo de gases com 24 horas de incubac¢do; PG48: producdo de gases com 48 horas de incubagdo; PG72:
producdo de gases com 72 horas de incubagdo; PG96: producdo de gases com 96 horas de incubagdo; DG MS 24: degradabilidade da matéria seca com 24 horas de incubagao;
DG MO 24: degradabilidade da matéria organica com 24 horas de incubagdo; PF 24: Fator de Particio, quantidade de MS degradada por mL de gés produzido com 24 horas
de incubagdo; CHy: produgdo de gds metano com 24 horas de incubacao.**EPM: erro-padrido da média.***Mon: monensina sédica; Mon+FP: monensina sédica associada ao
Fator P®; FP2x: Fator P® em dose duplicada; FP3x: Fator P® em dose triplicada; AGE: dcido graxo essencial; Lev: leveduras; algas: farinha de algas.

abed nédias seguidas por letras diferentes, nas linhas, diferem entre si (P<0,05)
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Figura 6 - Producdo de CHy (%) de diferentes aditivos em relagdo ao tratamento
controle.

As concentracdes de N-NHj3; foram suficientes para suportar o crescimento
bacteriano, estando bem acima do valor minimo citado por Satter e Slyter (1974), de
5 mg N-NH3/100 mL. Destaca-se que os valores de N-NHj3 obtidos no presente trabalho
estdo dentro do valor recomendado por Mehrez et al. (1977), de 24 mg/% para o
maximo desaparecimento de substrato, embora esses autores tenham afirmado ndo ser
necessario manter, de forma constante, altas concentracoes de N-NHi; no liquido
ruminal.

Rivera et al. (2010), utilizando feno de capim Tifton 85 concentrado na propor¢ao
de 80:20 e comparando os aditivos Fator P e monensina em ensaio in vitro, nao
encontraram diferenca entre eles na produc¢do de metano e digestibilidade da MS —
resultado contrdrio ao do presente trabalho.

Gomes et al. (2010), comparando a utilizacdo de leveduras e monensina e a
associacdo entre eles nos parametros ruminais e degradabilidade in sifu, ndo
encontraram efeito sobre N-NHj3;, e degradacdo para os aditivos. No entanto, a
monensina e a associacao desta com leveduras diminuiram a populacdo de protozodrios
e a producdo total de AGV.

A producdo de metano estd diretamente relacionada com a concentracdo de H; e
CO, dissolvidos no liquido ruminal, sendo o acetato € o formato produzidos por
bactérias celuloliticas e protozodrios, os principais precursores de substrato para a

metanogénese (VALADARES FILHO; PINA, 2011).
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Tabela 6 - Concentragdes de nitrogénio amoniacal (mg/%), dos é4cidos acético (Ac), propidnico (Prop), butirico (But) e dos 4cidos graxos
volateis totais (AGV), expressas em mM ou em % molar, e relacdo acético:propionico (Ac:Pr) apés 24 horas de incubagcdo com
diferentes aditivos

Varidvel Aditivos** EPM*
Controle |  Mon Mon+FP FP FP2x FP3x | AGE | Lev Algas

N-NH; 15,675 15,200 16,655 15,300 17,055 14,975 14,898 15,275 16,855 0,834
AC 25,275 27,488 26,415 29,010 27,348 25,363 28,810 27,210 28,275 1,620
Prop 8,920 9,522 9,165 9,772 9,415 8,687 9,907 9,257 9,715 0,440
But 2,525 2,730 2,630 2,982 2,707 2,562 2,927 2,760 2,812 0,180
AGV 36,715 39,738 38,209 41,765 39,470 36,614 41,645 39,230 40,798 2,817
Ac (%) 68,828 69,181 69,151 69,451 69,340 69,108 69,192 69,315 69,275 0,360
Prop (%) 24,369 24,029 24,022 23,432 23,843 23,902 23,788 23,705 23,863 0,379
But (%) 6,803 6,790 6,827 7,117 6,817 6,990 7,020 6,979 6,862 0,201
Ac:Pr 2,827 2,881 2,879 2,966 2,911 2,902 2,912 2,928 2,905 0,058

*EPM: erro-padrao da média.

**Mon: monensina sédica; Mon+FP: monensina sddica associada ao Fator P®; FP2x: Fator P® em dose duplicada; FP3x: Fator P® em dose triplicada; AGE: dcido graxo
essencial; Lev: leveduras; algas: farinha de algas.

Nao houve diferenca significativa (P>0,05).
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Tabela 7 - Concentragcdes médias de nitrogé€nio amoniacal (mg/%), dos 4cidos acético (Ac), propidnico (Prop), butirico (But) e dos dcidos graxos
voléteis totais (AGV), expressas em mM ou em % molar, e relacdo acético:propidnico (Ac:Pr) apds 96 horas de incubag¢do com
diferentes aditivos

Varidvel Aditivos** EPM*
Controle |  Mon Mon+FP FP FP2x FP3x | AGE | Lev Algas

N-NH; 24,305 * 24,133 ¢ 21,198 ° 23,730 24,080° 22,348 24,030° 23,503  24,383° 0,813
AC 51,373 44,638%  46,525™  40,185° 45835®  45,195%  45948%  47303% 44455 2449
Prop 16,210 15,445 16,220 13,683 14,813 15,063 15,555 15,780 14,983 0,824
But 5,3725° 48125  49675®  43175° 50675®  4,8500%  4,9475® 5,0975%®  4,7475% 0,272
AGV 72,954 * 64,898  67,711%  58,185" 65,712  65,107®  66,445" 68,178  64,187® 3,694
Ac (%) 70,3990 68,815 68,775 68,960 69,744 69,454 69,225 69,404 69,319 0,561
Prop (%) 22,232 23,751 23,896 23,600 22,549 23,109 23,344 23,127 23,305 0,561
But (%) 7,368 7,433 7,329 7,439 7,707 7,436 7,430 7,469 7,376 0,136
Ac:Pr 3,189 2,901 2,887 2,931 3,099 3,010 2,972 3,003 2,975 0,098

*EPM: erro-padrao da média.

**% Mon: monensina sddica; Mon+FP: monensina sédica associada ao Fator P®; FP2x: Fator P® em dose duplicada; FP3x: Fator P® em dose triplicada; AGE: dcido graxo
essencial; Lev: leveduras; algas: farinha de algas.

&5 médias seguidas por letras diferentes, nas linhas, diferem entre si (P<0,05).
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Figura 7 - Concentragdes molares médias dos dcidos acético, propidnico, butirico e
total (mM) em liquido ruminal incubado em 24 horas com diferentes
aditivos.
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Figura 8 - Concentragdes molares médias dos dcidos acético, propidnico, butirico e
total (mM) em liquido ruminal incubado em 96 horas com diferentes
aditivos.
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Segundo Klieve e Hegarty (1999), existem basicamente trés vias de inibir a
producdo de metano no processo de fermentagdo: inibir a produgdo de H,; desviar H,
para outras populacdes de microrganismos nao metanogénicos; e inibir bactérias
metanogénicas e protozoarios.

Tem sido observado grande nimero de bactérias metanogénicas associadas aos
protozodrios apds periodos de alimentagdo, assim conseguem captar H, para posterior
sintese de ATP (HEGARTY, 1999). Na auséncia de protozodrios, o H, pode ser
incorporado na formagio de AGV (MACHMULLER et al., 1998) ou para saturar 4cidos
graxos poli-insaturados com decréscimo do substrato que precisam das bactérias
metanogénicas para produzir CHs (FIEVEZ et al., 2003).

Neste estudo, como ndo houve substrato para o aumento de propionato, os
aditivos monensina, FP2x e leveduras podem ter atuado sobre a populagdo de
protozodrios e diretamente sobre as bactérias metanogénicas, diminuindo assim o H;
como substrato para a formacao de metano.

A diminui¢do da populagdo de protozodrios com o uso de leveduras tem sido
relatada em alguns trabalhos (CALLAWAY; MARTIN, 1997; WU, 1997). Em
contraponto, Ortolan (2010) e Gomes et al. (2010) observaram aumento no nimero de
protozodrios ciliados utilizando leveduras e diminui¢do na populagdo empregando
virginiamicina e monensina, respectivamente.

No entanto, algumas investigacdes mostraram que os efeitos da levedura sobre a
fermentacdo ruminal podem ser varidveis em fun¢do da cepa utilizada e da concentragdo
do aditivo na dieta (SULLIVAN; MARTIN, 1999).

Nao foi observada reducdo de metano e outros efeitos nos parametros ruminais
com o uso de acido graxo essencial. Uma possivel explicagdo seria a quantidade do
aditivo que foi adicionado ao sistema de fermentacdo in vitro. Entre todos os aditivos
estudados, o AGE foi adicionado em menor quantidade, o que pode ter influenciado na
diluicao dele no sistema. Contudo, pesquisas apontam cOmo pPromissor O seu uso na
mitigacdo de metano.

Abdalla et al. (2012), estudando a producdo de gases e metano in vitro, tendo
como aditivos Oleo essencial, coprodutos de biodiesel e plantas ricas em tanino,
observaram reducdo significativa na producdo de metano. Kamra et al. (2008),
Calsamiglia et al. (2007) e Sallam et al. (2009a) também obtiveram sucesso na

mitigacdo de metano por 6leos essenciais.
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5. CONCLUSAO

Os aditivos monensina sodica, Fator P na dosagem de 600 mg/kg MS e levedura
sdo eficientes in vitro na mitigacdo de gids metano em dietas exclusivas de volumosos

tropicais com alto teor de FDN.
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