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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com objetivo de avaliar estratégias nutricionais
voltadas a intensificagdo da produgéo e mitigacédo das emissdes de metano entérico
em bovinos Nelore. No experimento 1, publicado com titulo “Effects of Replacing
Cottonseed Meal with Corn Dried Distillers’ Grain on Ruminal Parameters,
Performance, and Enteric Methane Emissions in Young Nellore Bulls Reared in
Tropical Pastures”, foi conduzido com animais em pasto de capim Marandu durante o
periodo das aguas, investigou-se o efeito da substituicdo do farelo de algodao por
graos secos de destilaria (DDG) em suplementos proteico-energéticos fornecidos a
0,3% do peso corporal (PC). Foram avaliadas quatro estratégias: sal mineral (MS),
suplemento convencional com farelo de algod&o e polpa citrica (CMS), CMS com
substituicdo de 50% do farelo por DDG (50DDG) e CMS com substituicdo total
(100DDG). A substituicdo de 50% resultou em maior consumo de matéria seca
(p=0,033), matéria organica (p=0,050), forragem (p=0,035) e matéria organica
digestivel (p = 0,031) quando comparada a substituicdo total. Animais suplementados
apresentaram maior peso corporal final e ganho médio diario do que os que receberam
apenas sal mineral (p=0,011), além de apresentarem menores valores de pH ruminal,
acetato e relagao acetato:propionato (p<0,05). Contudo, ndo houve efeito significativo
das diferentes estratégias sobre taxa de lotagdo, ganho por area ou emissdes de
metano entérico (p > 0,05), indicando que a substituicao do farelo de algodao por DDG
nao comprometeu o desempenho animal e tampouco afetou as emissées de CH,
nesse sistema de recria a pasto. No segundo experimento, publicado com titulo
“Feeding 3-nitrooxypropanol reduces methane emissions by feedlot cattle on tropical
conditions”, avaliou-se o uso do aditivo 3-nitrooxipropanol (3-NOP) em dietas de alto
concentrado fornecidas a bovinos Nelore confinados por 96 dias. Foram utilizados dois
niveis de inclusdo do aditivo (100 e 150 mg/kg de matéria seca), além de um
tratamento controle sem adicdo de 3-NOP. O consumo de matéria seca, o
desempenho animal e a conversdo alimentar ndo foram afetados (p>0,05), assim
como as caracteristicas de carcacga (espessura de gordura subcutanea e area de olho
de lombo). No entanto, independentemente do nivel de inclusdo, o 3-NOP promoveu
expressiva reducdo das emissoes diarias de metano (~49,3%), do CH4 por kg de
matéria seca consumida (~40,7%) e da intensidade de CH4 por ganho de peso
(~38,6%) (p <0,001). Além disso, o aditivo reduziu em 42,5% a perda de energia bruta
emitida na forma de CHa4 (p < 0,001), sem alterar a raz&o entre retengao e ingestdo de
nitrogénio (p = 0,19). Esses resultados demonstram que o 3-NOP é uma ferramenta
eficaz para mitigagdo de emissdes entéricas em confinamento, com manutencgéo do
desempenho produtivo. A analise dos dados dos experimentos permite concluir que,
a substituicado parcial do farelo de algodao por DDG pode ser utilizada como estratégia
para intensificacdo da produg&o em sistemas de pastejo sem impactar negativamente
as emissdes de CH4 e desempenho zootécnico. A inclusao de 3-NOP representa uma
estratégia promissora para reducdo das emissdes de CH4 em sistemas de terminagéo
em confinamento.

Palavras-chave: Urochloa brizantha cv, Marandu; Suplementacado; Parametros ruminais;
Confinamento; Aditivo; 3NOP;



ABSTRACT

Two experiments were conducted to evaluate nutritional strategies focused on
production intensification and mitigation of enteric methane (CH4) emissions in Nellore
cattle. In Experiment 1, published under the title “Effects of Replacing Cottonseed Meal
with Corn Dried Distillers’ Grain on Ruminal Parameters, Performance, and Enteric
Methane Emissions in Young Nellore Bulls Reared in Tropical Pastures”, the
replacement of cottonseed meal by dried distillers’ grains (DDG) in protein-energy
supplements (0.3% of body weight) was evaluated in animals grazing Marandu grass
during the rainy season. The nutritional strategies tested were: (1) mineral supplement
(MS); (2) conventional supplement with cottonseed meal and citrus pulp (CMS); (3)
CMS with 50% replacement of cottonseed meal by DDG (50DDG); and (4) CMS with
total replacement of cottonseed meal by DDG (100DDG). The partial replacement
(50DDG) resulted in greater intake of dry matter (p=0.033), organic matter (p=0.050),
and forage (p=0.035), and increase in digestible of organic matter (p=0.031) compared
to total replacement (100DDG). Supplemented animals had higher final body weight
and average daily gain compared to those receiving only mineral supplement (p =
0.011), as well as lower ruminal pH, acetate levels, and acetate:propionate ratio
(p<0.05). However, no significant effects of the different strategies were observed on
stocking rate, gain per area, or enteric methane emissions (p>0.05), indicating that
replacing cottonseed meal by DDG does not compromise animal performance or affect
CH4 emissions in pasture-based growing systems. In Experiment 2, described in the
article “Feeding 3-nitrooxypropanol reduces methane emissions by feedlot cattle on
tropical conditions”, the effect of including the additive 3-nitrooxypropanol (3-NOP) in
high-concentrate diets provided to Nellore cattle confined for 96 days was evaluated.
Two inclusion levels of the additive (100 and 150 mg/kg of dry matter) were tested, in
addition to a control treatment without 3-NOP. Dry matter intake, animal performance,
and feed conversion were not affected (p > 0.05), nor were carcass traits
(subcutaneous fat thickness and ribeye area). However, regardless of inclusion level,
3-NOP promoted a significant reduction in daily methane emissions (~49.3%), CHa4 per
kg of dry matter intake (~40.7%), and CHa intensity per weight gain (~38.6%) (p <
0.001). Additionally, the additive reduced the loss of gross energy related to the CH4
emission by 42.5% (p<0.001), without affecting the nitrogen retention to intake ratio
(p=0.19). The results show that partial replacement of cottonseed meal with DDG can
be used as a strategy to intensify production in pasture-based systems without
negatively affecting CH4 emissions or animal performance. Meanwhile, the inclusion
of 3-NOP in feedlot diets represents a highly effective approach to mitigate CHas
emissions while maintaining productive and nutritional performance of the animals.

Key Words: Urochloa brizantha cv, Marandu; Supplementation; Ruminal Parameters;
Feedlot; Feed Additives; 3NOP



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO
A pecuaria de corte brasileira, encontra-se em um dinamico processo de

transformacao. Historicamente caracterizada por sistemas extensivos, a crescente
demanda global por proteina animal impulsiona a ado¢do de modelos de produgéo
mais intensificados e eficientes. Tal transicdo, no entanto, transcende a mera
otimizagao zootécnica; ela se insere em um contexto mais amplo de sustentabilidade,
em que a pressao para reduzir o impacto ambiental, em particular as emissdes de
gases de efeito estufa (GEE), tornou-se necessaria (Gerber et al., 2013). Entre os
GEE, o metano entérico (CHa4), gerado durante a fermentagc&o ruminal, figura como
um componente de especial aten¢do devido ao seu elevado Potencial de Aquecimento
Global (GWP) — 27 vezes superior ao do CO, em um horizonte de 11,8 anos — e sua
contribui¢cdo significativa para o balango de carbono na atmosfera, apesar de seu
tempo de permanéncia relativamente curto (IPCC, 2021).

Nesse cenario de desafios e oportunidades, o presente capitulo de reviséo
bibliografica tem como objetivo principal delinear e analisar as principais estratégias
nutricionais e de manejo que se destacam na intensificagdo sustentavel da
bovinocultura de corte em condicdes tropicais, com a dupla finalidade de otimizar o
desempenho animal e mitigar as emissbes de metano entérico. Busca-se, assim,
fundamentar a relevancia da investigacdo proposta, elucidando as lacunas de
conhecimento e as perspectivas de avango que a pesquisa cientifica oferece para o
setor.

O manejo das pastagens é uma das principais estratégias para a
sustentabilidade da pecuaria. A Urochloa brizantha cv. Marandu é a forrageira mais
estudada no Brasil, bem como a mais utilizada, sendo um exemplo notavel de sucesso
em termos de adaptabilidade e produtividade em solos tropicais acidos (Valle et al.,
2009). No entanto, a maximizagdo do potencial genético dessas forrageiras e a
consequente melhoria da performance animal dependem intrinsecamente de um
manejo adequado da pastagem. A oferta de forragem, por exemplo, € um fator
determinante, influenciando nao apenas o ganho médio diario (GMD) por animal, mas
também o ganho por area (GPH), conforme ilustrado pelo modelo de Mott (1960).

Estudos demonstram que dietas baseadas em forragem com elevada proporcao de



fibra e baixa digestibilidade tendem a resultar em maior produg¢ao de CH4 (Koscheck
et al., 2020), o que ressalta a necessidade de aprimorar a qualidade da forragem
consumida.

A interacdo entre o manejo da pastagem e a suplementagéo estratégica é,
portanto, crucial. A suplementacao, pode otimizar a disponibilidade de nutrientes e a
atividade microbiana ruminal, ndo somente elevando o desempenho animal, mas
também contribuindo para a redugdo das emissdes de metano. Pesquisas tém
demonstrado que a combinagao de manejo de pasto em alturas 6timas, para a espécie
avaliada (25 cm), com niveis adequados de suplementagdo pode resultar em uma
reducao significativa na intensidade de CH, por ganho de peso. Barbero et al. (2015,
Exp. 2) e Koscheck et al. (2020) indicam que a transigdo de um manejo de pasto em
35 cm sem suplementagdo para um sistema com 25 cm de altura e 0,3% de
suplementagao pode gerar uma mitigagado do CHa4 entre 30% e 35%.

Adicionalmente, a crescente disponibilidade e o uso estratégico de coprodutos
nao competitivos com a alimentagdo humana, como os graos secos de destilaria
(DDG), tém aumentado sua disponibilidade no mercado. A expansao da produgao de
etanol de milho no Brasil, com um volume estimado de 1,6 milhdes de toneladas de
DDG na safra 2022/2023 (UNEM, 2024), posiciona este coproduto como uma
alternativa econdmica e nutricionalmente valiosa. Embora a variabilidade em sua
composicao demande monitoramento, o DDG representa uma fonte promissora para
a suplementacao, como evidenciado em estudos que demonstram sua eficacia na
manutengdo ou melhora do ganho de peso, sem impacto negativo nas emissdes de
CHa4 (Araujo et al., 2021).

A questao da mitigagdo do metano entérico assume uma dimensao ainda maior
guando contextualizada no panorama das emissdes globais de GEE. Conforme dados
de Ritchie (2020) referentes a 2016, embora a agricultura, florestas e uso da terra
contribuam com 18,4% do total de GEE, a pecuaria e seus dejetos sao responsaveis
por uma fatia de 5,8%. Mesmo com o CHs4 e N,O da pecuaria possuindo GWPs
substancialmente maiores que o CO, (27x e 273x, respectivamente, para CH, e N,O
nao fésseis), sua contribuicdo total € uma fragdo menor comparada ao setor de
energia, que responde por 73,2% das emissdes (Ritchie, 2020). Apesar dessa

contextualizagdo, a pecuaria mantém a responsabilidade de reduzir sua pegada



ambiental, e a produgdo de metano, que representa uma perda de 6,3% % 2,0% da
energia bruta consumida pelo animal (Morgavi et al., 2023), constitui uma ineficiéncia
a ser corrigida. Neste sentido, a pesquisa em aditivos dietéticos emerge como um
caminho promissor.

Entre as inovagdes mais significativas, destaca-se o 3-nitrooxipropanol (3-
NOP), um composto que atua inibindo diretamente a enzima metil-coenzima M
redutase no rumen, essencial para a metanogénese. A eficacia do 3-NOP tem sido
corroborada por diversas investigagbes. Em estudos conduzidos em condi¢des
tropicais, como o de Araujo et al. (2023), a inclusdo do 3-NOP em dietas de bovinos
confinados promoveu redugdes notaveis nas emissdes diarias de metano, atingindo
aproximadamente 49,3%, com impactos igualmente expressivos na reducédo de CH4
por kg de matéria seca consumida (40,7%) e na intensidade de CH4 por ganho de
peso (38,6%), sem prejuizo ao desempenho produtivo. Outros trabalhos, como o de
Souza et al. (2024), também confirmam essa capacidade mitigadora. A integragéo
dessas tecnologias se estende aos sistemas de terminagdo em confinamento, que
representam uma ferramenta estratégica para a intensificagdo produtiva, permitindo

um controle mais preciso da dieta e, consequentemente, das emissoes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico das Plantas do Género Urochloa no Brasil
A introduc&o das gramineas do género Urochloa no Brasil, originarias da Africa

tropical, teve inicio na década de 1950 com o propdsito de aprimorar as pastagens
para bovinos, destacando-se a Urochloa decumbens pela sua notavel adaptabilidade
aos solos acidos e de baixa fertilidade do Cerrado (Valle et al., 2009). Contudo, o
monocultivo dessa espécie resultou em desafios significativos, como o aumento da
infestacdo por cigarrinha-das-pastagens e a ocorréncia de fotossensibilizagdo em
bezerros desmamados, o que impulsionou a necessidade de desenvolver variedades
geneticamente melhoradas (Machado et al., 2010). Consequentemente, a partir da
década de 1960, esforcos sistematicos foram empreendidos para introduzir novas
espécies e cultivares de forrageiras mais adaptadas e resilientes as condi¢des

edafoclimaticas brasileiras e resistentes a pragas, visando sustentar a expansao da



pecuaria nacional em areas anteriormente consideradas improdutivas, incluindo solos
acidos e de baixa fertilidade do Cerrado (Valle et al., 2009).

A Urochloa brizantha cv. Marandu € resultado de intensa pesquisa cientifica,
emergiu como uma das forrageiras tropicais mais cultivadas globalmente,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento da pecuaria em sistemas de
gado de corte e leite, tanto no Brasil quanto em outros paises da América Latina, Africa
e Sudeste Asiatico. Langada comercialmente pela Embrapa em 1984 (Dias-Filho,
2011), sua ampla adogédo deve-se a sua notavel adaptabilidade aos solos tropicais
acidos e de média a baixa fertilidade, especialmente no Cerrado brasileiro, além de
sua alta produtividade de biomassa, rusticidade e resisténcia a pragas importantes
como a cigarrinha-das-pastagens (Mahanarva spp.). Essa cultivar foi fundamental
para possibilitar a expansdo da pecuaria em areas marginalizadas, promovendo a
formacdo de novos centros de produgdao e colonizacdo no Brasil Central e,
consequentemente, impulsionando um aumento significativo na produtividade por
animal e por hectare em comparacao as espécies anteriormente utilizadas (Machado
et al., 2010), consolidando-se rapidamente como uma ferramenta essencial para a
intensificagao dos sistemas produtivos.

O capim Marandu, cultivar utilizada nos experimentos desta tese, possui média
a alta exigéncia em fertilidade de solo, € uma graminea que apresenta crescimento
cespitoso, com potencial de chegar a altura que varia entre 1,5 e 2,5 metros em
crescimento livre. Seus colmos sdo inicialmente prostrados, mas produzem perfilhos
predominantemente eretos. A planta possui rizomas curtos e curvados, além de
bainhas pilosas com cilios ao longo das margens, inflorescéncias tipo racemo com
espiguetas distribuidas de forma unisseriada, o florescimento é mais intenso entre os
meses de fevereiro a margo (Nunes et al., 1985). A produgdo média anual do capim
Marandu varia entre 12 e 20 toneladas de MS por hectare, teores de proteina bruta
(PB) entre 7% e 15% e digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) entre 65% e
72%, desde que respeitadas as exigéncias em fertilidade do solo (Costa et al., 2001).
Entretanto, o capim apresenta baixa adaptacdo a solos mal drenados e apenas
resisténcia moderada a geadas (Valle et al., 2000).

A adocéo de plantas do género Urochloa revolucionou a produgao pecuaria no

Brasil, especialmente no Cerrado, onde essas forrageiras cobrem aproximadamente



80% das areas de pastagens cultivadas (Euclides et al., 2009). As caracteristicas
agronOmicas dessas gramineas, como tolerancia ao pisoteio, alta produgdo de
matéria seca e capacidade de recuperagao apos pastejo, permitiram o aumento da
lotagéo animal e da produgao de carne e leite por hectare (Dias-Filho, 2011).

Pesquisas desenvolvidas pelo grupo Unespfor ressaltam o potencial produtivo
do capim Marandu em sistemas de bovinocultura de corte. Diversos estudos
demonstraram resultados de GPH e GMD sob condigdes similares de manejo. Araujo
et al. (2021) registraram um GPH de 6,95 kg/ha/dia e um GMD de 0,90 kg/dia.
Hoffmann (2019) reportou 6,33 kg/ha/dia de GPH e 0,83 kg/dia de GMD, enquanto
Barbero et al. (2015) apresentaram um GPH de 6,88 kg/ha/dia e um GMD de 1,15
kg/dia. Tais valores reforcam a capacidade desse capim em proporcionar alta
produtividade em sistemas de producéo.

Entretanto, € de suma importancia ressaltar que os resultados obtidos nas
pesquisas sao oriundos de um manejo adequado das pastagens, buscando a
perenidade do sistema, bem como a conservagdo do solo, pontos que serao
discutidos no préximo tépico.

2.2. Manejo de pastagens
O manejo da pastagem corresponde ao conjunto de agdes que o homem pode

empregar nos componentes da pastagem (solo, planta, animal e ambiente) para
alcancgar objetivos especificos. Dentre os objetivos do manejo da pastagem,
destacam-se: assegurar a persisténcia das plantas forrageiras e obter lucratividade
(Reis et al. 2024).

A lucratividade na pecuaria esta diretamente associada ao desempenho
animal, que em sistemas de pastagem € influenciada pela disponibilidade e qualidade
da forragem, esta é definida pela interagdo entre o consumo de matéria seca (MS) e
seu valor nutritivo, que por sua vez é determinado pela composi¢cao quimica da planta
e pelos nutrientes que impactam a digestibilidade da MS, como os teores de proteina
bruta (PB) e a fibra insoluvel em detergente neutro (FDN) (Reis et al., 2012).

O consumo de nutrientes € o principal fator limitante na producédo animal, com
as variagdes no desempenho sendo atribuidas principalmente a qualidade da
forragem disponivel e ao consumo de energia digestivel (Reis et al., 2009). O consumo



voluntario desempenha um papel crucial na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes
ingeridos, pois quanto maior o consumo, maior sera a produtividade dos animais e
menores serdo as exigéncias de nutrientes por unidade de produgao (Mertens, 2007).

De acordo com Hodgson (1990), a produ¢do animal em pastagens € dividida
em trés etapas: crescimento, utilizagdo e conversdo da forragem. A etapa de
crescimento refere-se a produgédo de forragem, que depende de fatores como luz,
temperatura, agua e nutrientes, sendo influenciada por estratégias de manejo, como
adubacao, irrigagdo e consorcios de espécies forrageiras. A etapa de utilizagédo
consiste na colheita da forragem pelos animais em pastejo, impactada por praticas de
manejo como frequéncia e intensidade de pastejo, periodo de ocupagao dos pastos e
suplementacdo alimentar. A etapa de converséo transforma a forragem consumida
em produtos de origem animal, sendo influenciada pela qualidade do pasto,
estratégias nutricionais e fatores intrinsecos ao metabolismo dos animais, como
genética e estado fisioldgico. Embora essa etapa inclua agdes de manejo, como o uso
de suplementos e aditivos, sua manipulagao € limitada devido a natureza metabdlica
do processo (Sbrissia; Da Silva, 2001).

Em sistemas de pastejo continuo, as etapas de crescimento e utilizagao estao
conectadas, pois a intensidade de pastejo determinada pela taxa de lotagado, afeta
diretamente a oferta de forragem, que pode ser correlacionada com a altura de pasto,
como demonstrado por Casagrande (2010). Neste contexto, 0 manejo da pastagem
afeta tanto a composi¢do bromatologica quanto a estrutura do pasto, oferta de
forragem, oferta de folhas, colmo e material morto, o que pode alterar o
comportamento ingestivo do animal e, consequentemente o consumo de nutrientes
(Ruggieri et al., 2020).

O manejo ideal de pastagens busca equilibrar as etapas de crescimento,
utilizagao e conversao, embora a etapa de utilizacdo seja a mais eficiente, com indices
entre 40% e 80%, enquanto as etapas de crescimento e conversdo apresentam
eficiéncias mais baixas, de 2% a 4% e 7% a 15%, respectivamente (Hodgson, 1990).
Essa alta eficiéncia da utilizagcdo deve-se ao fato de que os processos relacionados a
colheita da forragem pelo animal podem ser facilmente manipulados e monitorados.

Assim, o0 manejo do pastejo torna-se o ponto de partida mais légico para

intervengdes no sistema de produgdo, sem ignorar outras estratégias, como a escolha



de espécies forrageiras, adubacao e irrigagao. Inicialmente, o foco deve ser otimizar
a colheita da forragem disponivel antes de priorizar o aumento de sua produgéo ou
melhorias genéticas nos animais (Da Silva, 2013).

Na linha de pesquisa do Prof. Ricardo Andrade Reis em estudos desenvolvidos
na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, Estado de Sao
Paulo foram avaliadas diferentes alturas de manejo de pasto buscando o ponto de
equilibrio entre ganho médio diario e ganho por area utilizando ou ndo suplementacéo
proteico energeética.

Nos experimentos desenvolvidos por Casagrande (2010), Oliveira (2014),
Valente (2015) (Tabela 1) pode-se observar um aumento linear no ganho médio diario
entre as alturas de 15 cm, 25 cm e 35 cm, o0 que € antagbnico ao ganho por area.
Apos a execucado destes trabalhos pode-se determinar que a altura de 25cm
proporcionou maior equilibrio entre ganho por animal e ganho por area, levando em
consideragao que a altura de 15 cm aumentou a o risco de degradacéo do pasto e a

altura de 35 cm propicia 0 menor ganho por area.

Tabela 1. Impacto no ganho de peso por dia e no ganho por area na recria de bovinos
em funcao da altura do pasto do género Urochloa na estagao chuvosa
15cm 25cm 35cm

Estudo Tratamentos GMD GPH GMD GPH GMD GPH

(kg/dia) (kg/ha) (kg/dia) (kg/ha) (kg/dia) (kg/ha)
Alturas 15, 25 e 35cm;
0,3% com baixa ou alta
relagéo de proteina 0,511 636 0,608 568 0,713 498

degradavel no rumen, ou
suplementagéo mineral

Casagrande
(2010)

Alturas 15, 25 e 35cm;
Oliveira  0,3% com polpa citrica, ou
(2014) milho, ou suplementagéo
mineral

0,694 777,8 0,874 715,1 0,953 601,7

Valente  Alturas 15, ~25 e 35cm; 0,40 451 0,60 484 0,80 499
(2015) suplementac&o mineral

GMD — Ganho médio diario; GPH — Ganho por hectare;

2.3. Fase de Recria de bovinos de corte no periodo das aguas
Em sistemas de producédo de bovinos de corte a pasto compreende-se como

fase de recria o periodo entre o desmame e a terminagado (Reis et al, 2024). Em

regides tropicais, o periodo de recria € realizada na grande maioria das fazendas



exclusivamente a pasto com grande variagdo de resultado em funcédo das
caracteristicas genéticas dos animais, nivel de tecnologia aplicado aliado ao manejo
de pastagem.

A estratégia a ser utilizada na recria € dependente do peso ao final da desmama
e peso alvo ao final da recria, com estas informacgdes tem-se condi¢cdes de tragar um
ganho médio diario alvo para o periodo. O peso dos animais a desmama € influenciado
por fatores genéticos, ambientais e nutricionais, este ultimo € influenciado diretamente
pela época do ano (seca e aguas), que influencia a oferta de forragem.

De acordo com Stamoulis et. al, (2024) bezerros nascidos nos meses entre
julho e setembro apresentam peso a desmama superior, quando comparado aos
bezerros nascidos em outros periodos do ano, de acordo com os autores o periodo
seco do ano apresenta menores desafios sanitarios ao nascimento e durante o
periodo aleitamento as matrizes tém acesso a melhores condigbes de pastagem,
resultando em maior peso a desmama.

Stamoulis et. al, (2024) avaliaram aproximadamente 130 mil machos nascidos
entre 2014 e 2017, nesta avaliacdo foi identificaram uma diferenca no peso a
desmama 12,9% superior para os bezerros nascidos em setembro (216,8kg) quando
comparados com os nascidos em fevereiro (188,8kg). Os resultados observados
demonstram a importancia de uma estagdo de monta programada para que o
nascimento dos bezerros ocorra na época do ano em que oferta de forragem nao sera
um limitante para a performance dos bezerros. Em regides tropicais, o periodo de
estacao de monta mais praticado ocorre entre os meses de outubro e fevereiro devido
a maior oferta de alimento, que resulta em melhor condi¢gao corporal das matrizes,
aumentando a probabilidade da concepgéo.

Nesta revisdo de forma a caracterizar os animais utilizados nos experimentos
realizados na tese, iremos considerar que a prenhez das matrizes foi realizada em
meados de novembro, desta forma temos a estagdo de nascimento em meados de
agosto. Realizando a desmama aos 210 dias, os bezerros seriam desmamados no
inicio de abril (estagcédo seca). Neste exemplo, os bezerros teriam aproximadamente
215 kg a desmama, considerando um ganho médio diario (GMD) de 0,200 kg/dia em
214 dias (abril a outubro), no inicio da estagao chuvosa (meados de novembro) estes

animais apresentarado aproximadamente 260kg de peso corporal (PC).



Considerando como objetivo a produgao de um tourinho de corte (macho jovem
nao castrado) com 440kg no final da recria, apto a ser terminado na estagao seca,
visando abate aos 24 meses, este animal necessitara apresentar GMD de
aproximadamente 0,870 kg/dia, para que alcance o peso alvo ao final da recria.

Nesta fase, o desenvolvimento corporal tem como caracteristica apresentar alta
eficiéncia bioldgica, tendo em vista que os animais apresentam menor exigéncia de
mantenga, alto potencial de crescimento muscular, baixa deposigéo de gordura, o que
possibilita aumento de produtividade de arrobas por hectare, desde que as exigéncias
nutricionais sejam atendidas (Medeiros et al., 2010).

O requerimento nutricional de matéria seca (MS), de proteina bruta (PB) e de
nutrientes digestiveis totais (NDT) do animal descrito e de acordo com o desempenho
predito de 0,870 kg/dia € de 7,29 kg/dia MS, 0,83 kg/dia de PB e de 4,38 kg/dia de
NDT, respectivamente (BR Corte, disponivel online). Nesta reviséo, sera considerado
requerimento para ganho de peso de 0,87 kg/dia, sendo 7,29 kg MS de forragem,
contendo 14,1% de PB e 62% NDT.

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de atendimento das exigéncias
nutricionais apresentadas, serdo apresentados dados provenientes de diferentes
estudos realizados na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Cémpus de
Jaboticabal, Estado de Sao Paulo. Os experimentos utilizaram adubagao anual média
de 180 kg/ha de N:P20s5:K20 e 160 kg/ha de N (nitrogénio aplicado na forma de ureia),
aliados ao manejo em sistema de pastejo em lotagao continua, com controle da altura
do capim Marandu (Urochloa brizantha cv. Marandu) entre 15 e 35cm, durante o
periodo das aguas. Esse manejo possibilitou a obtencéo de teores de proteina bruta
(PB) e nutrientes digestiveis totais (NDT) compativeis com os requerimentos
nutricionais para os niveis de desempenho desejados (Tabela 1). Contudo, o
desempenho animal depende ndo apenas da composi¢ao quimica da forragem, mas
sobretudo do consumo efetivo de nutrientes, que é fungao tanto da concentragao de

nutrientes quanto do consumo da matéria seca.
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Tabela 2. Comparacao entre a proteina bruta e NDT do capim Marandu, manejado
sob sistema de pastejo em lotagédo continua, colhido por simulagéo de pastejo durante
o periodo das aguas, em relagdo ao requerimento nutricional para ganho de peso
predito de 0,870 kg/dia (BR corte)

Valor nutritivo (%)

Requerimento atendido (%)

PB NDT Autor PB NDT
15.3 60,0 Oliveira (2014)  134% 100%
13.6 — Valente (2015)  119% —
14.0 59,0 Barbero (2016)  123% 98%
12.7 68,4 Aradjo (2021) 111% 114%
14,1 58.7 Berca (2023) 123% 98%

Contrastando as exigéncias nutricionais apresentadas com as caracteristicas
da planta forrageira, pode-se notar que é possivel alcangar o desempenho de 0,870
kg/dia com dieta exclusivamente a base de forragem. Entretanto em sistemas
comerciais estes niveis nutricionais apresentados ndao sdo comumente encontrados.
Embora a qualidade da forragem seja um fator importante, um dos principais desafios
€ o consumo efetivo de forragem e, por consequéncia, de nutrientes pelos animais, o
consumo € fortemente influenciado por variaveis como as condi¢gdes climaticas, a
fertilidade do solo e, especialmente, a intensidade do manejo do pastejo. Assim, além
da composi¢ao quimica da forragem, ajuste na taxa de lotagao e, consequentemente,
na disponibilidade de forragem devem ser considerados (Reis et, al. 2024).

O manejo do pasto é capaz de influenciar o acumulo de forragem, eficiéncia de
pastejo e conversao da forragem. Diferentes alturas de pastejo podem influenciar no

desempenho em kg/dia por animal, bem como ganho por hectare.
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Ganho de peso por anmal ---------
Ganho de peso por hectare

< Baixa taxa de lotagio  Eficiéncia Alta taxa de lotagio -

Figura 1. Ganho de peso de bovinos e produtividade por area em fungao de lotagao.
Fonte: Barbero et, al. 2021 (adaptado de Mott (1960))

Segundo o modelo proposto por Mott (1960) (Figura 1), o aumento da taxa de
lotacdo eleva a pressdo de pastejo, resultando na redugdo da altura do dossel
forrageiro. Essa condi¢ao leva a uma menor oferta de forragem e, consequentemente,
a uma diminuigdo no desempenho individual dos animais. Por outro lado, a redugéo
da taxa de lotag&do diminui a press&o de pastejo, proporcionando maior disponibilidade
de forragem favorecendo o ganho de peso individual. No entanto, essa estratégia
também implica em menor produtividade por area, tornando como principal objetivo
equilibrar o ganho de peso individual com a maximizagdo da produtividade por
hectare.

Neste contexto, estudos realizados com diferentes alturas de pasto retratam
resultados que corroboram com os conceitos de Mott e validam a estratégia de recria
proposta no exemplo que citamos com desempenho no periodo das aguas préximos
de 0,870kg/dia, como pode-se observar na Tabela 3. No trabalho de Valente (2015)
(Tabela 3), com suplementagdo mineral o nas trés alturas avaliadas, o GMD foi menor
na altura de 15 cm e a altura de 25 cm a mais produtiva por area. Porém quando se
tem a possibilidade de suplementagcédo proteico energética, (Babero et. al, 2015;
Koscheck et, al, 2020) & possivel modular o desempenho individual tornando-o similar
nas trés alturas, nesta condicido o desempenho por area passa a ser maior na menor

altura.
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Tabela 3. Ganho de peso na recria de bovinos em fungéo da altura do pasto do género
Urochloa na estacao chuvosa

15cm 25cm 35cm
Estudo Tratamentos GMD GPH GMD GPH GMD  GPH
(kg/dia) (kg/ha) (kg/dia) (kg/ha) (kg/dia) (kg/ha)
Valente Alturas 15, 2? e 350m; 0,40 451 0,60 484 0,80 429
(2015) suplementag&o mineral
Alturas: 15, 25 e 35 cm;

Barbero et al.

(2015) - Exp 1 suplementagdo 0,3% 1,08 778 1,15 578 1,2 470

PC

15 cm + 0,6% PV; 25
Barberoetal. cm + 0,3% PV; THWS:
(2015)-Exp 2 35cm suplemento
mineral

Adaptado: 15cm +
Koscheck etal. 0,6%; 25 cm 0,3%;
(2020) 35cm + suplemento
mineral

1,11 799 1,15 578 1,13 436

0,97 1343 0,94 915 0,87 715

A intensificagdo do sistema de recria é parte de uma equacgao, na qual o GMD
e GPH devem estar equilibrados de forma que o sistema seja perene ao longo do
tempo, considerando isso, manejar o pasto em alturas baixas em fazendas comerciais
pode elevar o risco de degradacgédo da area, por este motivo alturas intermediarias
trazem resultados mais equilibrados entre ganho individual e por area com menores

riscos ao sistema produtivo (Barbero et. al, 2021).

2.4. Suplementacgéo da dieta de animais em pastejo
O objetivo da utilizagao de suplementos € aprimorar as condi¢gdes nutricionais

dos animais criados a pasto, complementando o valor nutritivo da forragem para
alcangar a performance almejada, além de maximizar a digestibilidade da frag&o
fibrosa da dieta e, consequentemente, aproveitamento mais eficiente dos carboidratos
estruturais favorecendo a sintese de novos tecidos corporais (Euclides; Medeiros,
2005).

A compreensdo da dindmica de consumo tanto da forragem quanto do
suplemento € fundamental para a efetividade dos sistemas de suplementagao da dieta
de animais a pasto. A formulacao dos suplementos deve ser realizada considerando

a disponibilidade e a composi¢ao nutricional da forragem, de modo a suprir possiveis
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deficiéncias e, assim, favorecer a sintese de novos tecidos corporais (Reis et al.,
2024).

A modulagao do desempenho animal em sistemas produtivos de bovinos em
pastagens pode ser realizada via suplementacéo através do estimulo da atividade
microbiana ruminal, correcao de deficiéncias especificas de nutrientes da forragem de
modo a atender as exigéncias nutricionais dos microrganismos ruminais,
consequentemente, dos bovinos. A digestdo da fracdo fibrosa €& diretamente
influenciada pelas condigbes que a suplementagdo proporciona aos microrganismos
no rumen, com isso, a utilizagdo dos carboidratos estruturais da forragem se torna
mais eficiente (Reis et al., 2012)

O potencial da conversdo da forragem em produto animal pode ser
representado pelo uso da fibra em detergente neutro potencialmente degradavel
(FDNpd). Para uso eficiente da forragem e suplemento, deve-se levar em
consideragao a potencializagéo do uso da FDNpd (Allen, 1996).

A composicéo nutricional do suplemento necessaria para otimizar a utilizagao
dos nutrientes, deve estar relacionada com a composi¢gdo quimica do pasto e da
relacdo PB/matéria organica digestivel (MOD), uma vez que a utilizagao eficiente dos
compostos nitrogenados depende da disponibilidade de energia (Reis, et. al., 2009).

Neste contexto a caracterizagdo da quantidade e qualidade da forragem
disponivel, principalmente no que se refere a caracteristicas dos carboidratos e
compostos nitrogenados, devem ser conhecidas previamente de modo a garantir que
o fornecimento de nutrientes limitantes a atividade microbiana ruminal sejam ofertados
via suplemento (Barbero et, al., 2015).

De acordo com Moore et. al. (1999) a mudanga na dindmica ruminal com a
utilizacdo de suplementacao da dieta de bovinos em pastejo pode gerar diferentes
efeitos sobre o consumo de forragem: 1) efeito aditivo, 2) efeito combinado e 3) efeito
substitutivo (Figura 2). O efeito aditivo resulta em maior consumo de energia
digestivel, devido ao consumo de suplemento, podendo alterar o consumo de
forragem. No efeito combinado, ha decréscimo no consumo de forragem, e ao mesmo
tempo, elevagdo no de concentrado, resultando em maior consumo de energia
digestivel. Ja o efeito substitutivo ocorre quando o consumo de energia se mantém

constante, indicando que a ingestao de suplemento substitui a do pasto.
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Figura 2. Efeitos da interagdo entre consumo de forragem e de suplemento.
Adaptado Moore (1980)

Estudos realizados pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal, UNESP, indicam que os impactos da suplementacdo no consumo de
forragem estéo relacionados a variaveis como a oferta de forragem, a quantidade e a
composi¢cao quimica do suplemento e da forragem, bem como a fatores de manejo,
incluindo o horario de fornecimento do suplemento e a disponibilidade de cochos.

Barbero et al. (2015 (Experimento 1)) (Tabela 4) quando avaliaram diferentes
alturas com suplementagdo 0,3%, observaram GMD similar entre as alturas
corroborando com o conceito que com suplementagcdo pode-se modular o
desempenho individual, entretanto apresentou reducgéo linear no ganho por area
conforme reduziu a lotagao de pasto. Barbero et al. (2015 (Experimento 2)) (Tabela 4)
quando avaliaram niveis de suplementacao decrescentes nas alturas de 15, 25 e
35cm (Tabela 4) observaram que houve aumento do GMD e redugao do ganho por
area linearmente com aumento da altura de pastejo.

Por sua vez, Koscheck et al. (2020) realizaram um experimento para investigar
os efeitos de diferentes combinagdes de alturas do dossel forrageiro (15, 25 e 35 cm)
e niveis de suplementacéao proteico-energética (0; 0,1; 0,3 e 0,6% do PC) em tourinhos
Nelore recriados em pastagens de capim Marandu manejadas sob lotagdo continua
com carga variavel. Os resultados mostraram que pastagens manejadas a 15 cm
apresentaram maior taxa de lotag&o, resultando em maior ganho por area. Quando
combinadas com suplementagédo proteico-energética de 0,3 ou 0,6% PC, essas

pastagens também proporcionaram maior eficiéncia na utilizagado de nutrientes pelos
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animais, sem reduzir o GMD, quando comparadas as alturas de 25 e 35 cm. No
entanto, o maior GMD foi obtido por tourinhos suplementados em pastagens
manejadas a 15 cm de altura, sendo que n&o houve diferenga significativa entre os
niveis de suplementacéao testados nesta altura.

Com o histérico de avaliagbes do grupo de pesquisa de forragicultura da Unesp
de jaboticabal, utilizando nesta revisdo os trabalhos de Barbero (2015) e Koscheck
(2020) como exemplos, € possivel inferir que 0 manejo de pastagens a 25 cm, aliado
a suplementacdo proteico-energética de 0,3% PC, representa a estratégia mais
equilibrada entre ganho individual e por area (Figura 3), levando em consideragao a
perenidade do sistema forrageiro que € arriscado quando trabalha-se com 15cm de

altura e a reducao de ganho por area quando trabalha-se com 35cm de altura.
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Figura 3. Avaliacdo ilustrativa do ganho por area (kg/ha) e GMD (kg/dia) nas
diferentes alturas de manejo de pasto com diferentes niveis de suplementagao
Fonte: Barbero et, al. (2015), Kocheck et, al. (2020)

Considerando os dados que a altura de 25cm com suplementagao proteico
energética 0,3% PC traz os resultados mais equilibrados trabalhos desenvolvidos na
sequéncia determinaram a altura de 25cm como altura de manejo para todos os
tratamentos. Nos trabalhos de Araujo et, al. (2021) e Hoffmann (2021) (Tabela 4) foi
avaliado a substituicdo do farelo de algodao por DDG em 50% e 100% de substituigéo.
Nos dois experimentos o GMD nos tratamentos suplementados nao variou, validando
o uso do DDG como potencial insumo a ser utilizado na suplementacao de bovinos de

corte a pasto sem alterar ganho individual.
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Tabela 4. Efeito da substituigao de Farelo de Algodao por DDG em pastos de Urochloa
Brizantha em sistema de pastejo continuo com manejados com 25cm de altura.

GMD (kg/dia) GMD (kg/dia) GMD (kg/dia) GMD (kg/dia)
SM PE PE 50DDG  PE 100DDG

Estudo Tratamentos

sm!
PE2
PE 50DDG?
PE 100DDG*

Araujo et al. 2021 0,90 1,04 1,04 1,15

SMm?
PES
PE 50DDG?3
PE 100DDG*
'Suplemento mineral; 2Proteico Energético formulado com polpa citrica e Farelo de Algodao;
3Substituicdo de 50% do farelo de algoddo por DDG; “Substituicdo de 100% do farelo por DDG;
SProteico Energético formulado com Milho e Farelo de Algodado; GMD — Ganho médio diario;

Hoffmann et al. 2021 0,83 1,10 1,09 1,08

Considerando que a forragem disponivel é parte mais importante no momento
de determinar a estratégia de suplementacéo, Reis et. al., (2016) apontam que na
estacdo chuvosa tem-se caracteristicas edafoclimaticas favoraveis a producédo de
forragem, entretanto a forma com que essas condi¢cdes ocorrem, aliada a estratégias
de manejo adotadas, as interagdes entre qualidade e quantidade do pasto e
fornecimento de nutrientes via suplemento, podem proporcionar respostas diversas
sobre a performance animal e por area.

Diante dos resultados apresentados, fica evidente que a suplementacdo em
sistemas de producdo a pasto tornou-se uma ferramenta para maximizar o
desempenho animal, promovendo o equilibrio entre a oferta de nutrientes via forragem
e suplemento. A eficacia dessa estratégia esta diretamente relacionada a adequada
avaliagao das caracteristicas do pasto, dos niveis e tipos de suplementacido, bem
como do manejo adotado. Assim, o uso racional e criterioso da suplementagéao, aliado
ao manejo adequado da pastagem, possibilita ndo apenas o aumento da
produtividade animal e por area, mas também contribui para a sustentabilidade do

sistema, tornando-o mais eficiente e economicamente viavel no médio e longo prazo.

2.5. Uso de coprodutos ndo competitivos com a alimentagdo humana na produg¢éo de
bovinos de corte
O uso de coprodutos na alimentacdo animal representa uma alternativa

sustentavel e eficiente, reduzindo a pressao sobre recursos agricolas destinados a

alimentagdo humana. Coprodutos como bagago de cana-de-agucar, farelo de
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algodao, cascas e polpas de frutas sdo exemplos de materiais amplamente utilizados
na suplementacdo de ruminantes. Esses subprodutos, que de outra forma seriam
descartados ou utilizados de forma menos eficiente, podem substituir parcialmente os
graos convencionais como milho e soja, reduzindo os custos de alimentagdo sem
competir diretamente com a produgao de alimentos para consumo humano (Gomes
et al., 2020).

Além dos beneficios econbmicos e produtivos, o uso de coprodutos nao
competitivos na alimentagao de bovinos de corte pode contribuir para a redugcao das
emissdes de gases de efeito estufa (GEE) associadas a produgao de graos e ao uso
de fertilizantes nitrogenados (Gerber et al., 2013). Estudos indicam que o uso eficiente
desses coprodutos pode reduzir a pegada de carbono da produgé&o pecuaria ao
promover a utilizacdo de recursos de forma mais eficaz e com menor impacto
ambiental (Wiedemann et al., 2015).

Dentre os coprodutos disponiveis para nutricao de bovinos de corte, a oferta de
DDGs no mercado vem aumentando ao longo dos anos, segundo a Sociedade
Nacional de Agricultura (2014) foram produzidos cerca de 11 milhdes de litros de
etanol de milho no estado do Mato Grosso. Na safra 2022/2023 segundo a CONAB
(2023) foram produzidos 3,97 bilhdes de litros de etanol com base no cereal, o que
representou uma producao de DDG estimada em 1,6 milhdes de toneladas de acordo
com a Unido Nacional de Etanol de Milho (UNEM, 2024). Este aumento esta
relacionado diretamente com o numero de industrias instaladas no pais com
capacidade de moagem de milho para produgao de etanol, no ano de 2024 teve-se
22 usinas em operagao, para 0s proximos anos a expectativa € de crescimento,
considerando que serdo mais 21 biorrefinarias no pais (UNEM, 2024).

Os graos secos de destilaria (DDG — Distiller’s Dried Grains) e 0s graos secos
de destilaria com soluveis (DDGS - Distiller’s Dried Grains with Solubles) séo
coprodutos oriundos da producéo de etanol a partir de graos, principalmente milho,
com ampla utilizagdo na alimentacédo de ruminantes. Apds a moagem e liquefagcéo do
grao, o amido é convertido em etanol e didxido de carbono durante a fermentagéo
alcodlica. Ao final do processo, obtém-se uma mistura residual conhecida como whole
stillage, a qual é separada mecanicamente por centrifugagcdo em duas fragdes: a

fracdo sélida (wet distillers grains, WDG) e a fragao liquida (thin stillage). Esta ultima
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pode ser concentrada por evaporagao, originando os chamados condensed distillers
solubles (CDS), que sao entdo reincorporados a fragdo solida antes da secagem,
formando o produto conhecido como DDGS (Buenavista et al., 2021).

A fracdo sdlida é composta predominantemente por hemicelulose e celulose,
proteinas estruturais, lipidios e material lignificado, sendo responsavel pela maior
parte do conteudo de fibra e proteina bruta do DDG. Ja a fragao liquida contém
compostos altamente biodisponiveis, como aminoacidos livres, vitaminas
hidrossoluveis, acidos organicos e minerais, principalmente fosforo, enxofre e
potassio. A reincorporacao desses soluveis a fracido solida confere ao DDGS um valor
nutricional superior ao do DDG, especialmente em termos de densidade energética,
teor de fosforo e compostos bioativos. No entanto, essa etapa de recombinacao
também contribui para a variabilidade composicional do DDGS entre usinas, safras e
tecnologias de processamento (Liu, 2011; Buenavista et al., 2021).

Essa variabilidade é um dos principais desafios associados ao uso do DDGS
em dietas de ruminantes, visto que fatores como tipo de gréo, taxa de extracédo de
Oleo, eficiéncia da fermentacao, proporcao de CDS adicionado e parametros térmicos
de secagem influenciam diretamente o teor de proteina bruta, fibra detergente neutro,
extrato etéreo e minerais. Consequentemente, diferentes lotes de DDGS podem
apresentar valores nutricionais significativamente distintos, exigindo analise
laboratorial prévia para formulagdo precisa das dietas e controle de desempenho
animal (Spiehs et al., 2002; Buenavista et al., 2021).

Determinar o teor de nutrientes e os niveis de substituicdo € um dos desafios
enfrentados na nutricdo animal quando se utiliza DDGs, pois este coproduto apresenta
grande variagao entre os lotes produzidos (Tjardes e Wright, 2002). Os teores de
nutrientes nos diferentes lotes de DDGs variam em funcéo da variedade e qualidade
dos graos processados, das condigdes do solo, adubacgdes, irrigacdo, produgao e
métodos de colheita, além de fatores relacionados ao processamento nas diferentes
usinas. Resultados demonstram variagdes de 25 a 32% de PB, 43 a 53% de proteina
nao degradada no rumen (PNDR), 39 a 45% de FDN, 8,8 a 12,4% de lipideos e 85 a
90% de nutrientes digestiveis totais (NDT) em trabalhos com gado de corte (Tjardes
e Wright, 2002).
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Por meio de técnicas como fracionamento do grdo antes da fermentagéo,
remogao de fibra e degerminacao parcial, tem-se a possibilidade de produgcao de
DDGS com elevado teor proteico. Esses produtos, conhecidos como high-protein
DDGS, contém até 45% de proteina bruta e apresentam perfil de aminoacidos mais
concentrado, com potencial para substituir parcialmente o farelo de soja em dietas de
alto desempenho, além de reduzir a necessidade de suplementacdo de aminoacidos
sintéticos. Além disso, o maior teor proteico favorece o0 uso em espécies
monogastricas e até mesmo em formulagdes de alimentos funcionais (Buenavista et
al., 2021; Klopfenstein et al., 2008).

Em estudo conduzido por Fonseca et al. (2021), foram caracterizadas quatro
amostras de DDG — uma oriunda de sorgo (DDG1) e trés de milho (DDG2, DDG3 e
DDG4) — com énfase na composi¢céo quimica e fracionamento de nutrientes, além das
estimativas de proteina degradavel no rimen (PDR) e ndo degradavel (PNDR).

Em relagéo ao fracionamento da proteina, o DDG de sorgo apresentou o maior
teor de nitrogénio nao proteico (fracao A: 118 g/kg PB), de rapida degradag&o ruminal,
mas menor valor proteico real. Os DDG de milho, sobretudo o DDG3, apresentaram
teores superiores das fragdes B1 e B2, além de menor fragado indigestivel (fragéo C:
177,2 g/kg PB). As estimativas de PDR variaram de 458 g/kg PB (DDG1) a 501 g/kg
PB (DDG3), reforgcando a superioridade do DDG de milho no fornecimento de
nitrogénio efetivamente aproveitavel pelos microrganismos ruminais. Quanto ao
fracionamento dos carboidratos, o DDG de sorgo apresentou maior proporgao da
fracdo A+B1 (164,7 g/kg MS), correspondente a acgucares e compostos de
fermentacao rapida, mas também apresentou o maior teor de carboidratos
indigestiveis da fragdo C (135,5 g/kg MS). O DDG de milho, por outro lado, apresentou
maior teor da fracdo B2 (carboidratos de fermentagao intermediaria). Essa fragao
favorece a fermentagdo ruminal, sendo desejavel em dietas de alto desempenho
(Valadares Filho et al., 2016).

Torres et al. (2022), por meio de meta-analise a partir de 81 estudos totalizando
439 tratamentos experimentais, avaliaram o impacto da inclusdo de graos de destilaria
(DG) nas dietas de bovinos de corte em sistemas de pastejo ou confinamento. O
estudo considerou os efeitos sobre desempenho animal, digestibilidade dos

nutrientes, metabolismo proteico e caracteristicas de carcaga, bem como a influéncia
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de variaveis como o tipo de DG, teor de extrato etéreo, enxofre e nivel de inclusdo na
dieta.

Em sistemas a pasto, a inclusdo de DG, embora com menos estudos na meta-
analise, demonstrou induzir uma selecao no perfil microbiano ruminal, evidenciada por
uma reducado mais expressiva na concentracido de acetato ruminal em comparacéao
com dietas de TMR. De maneira geral, a suplementagcdo com DG resultou em aumento
no peso corporal final (P=0,003), contudo, o ganho médio diario (GMD) n&o foi
significativamente alterado (P = 0,827). A eficiéncia de sintese de proteina microbiana
foi favorecida (P=0,023), com maiores concentragdes de amdnia ruminal (P<0,0001),
mas a retencao de nitrogénio nao apresentou alteragao estatisticamente significativa
(P=0,621).

Em sistemas de confinamento, a inclusdo de DG aumentou significativamente
a digestibilidade da PB, apresentando diferenga média padrao (DMP)=9,740 g/kg; (P
< 0,0001) e da FDN (DMP=19,243 g/kg; P<0,0001), entretanto resultou em redugéo
na digestibilidade da MS (DMP=-17,237 g/kg; P<0,0001), matéria organica (MO)
(DMP=-13,791 g/kg; P<0,0001) e amido (DMP=-9,699 g/kg; P<0,0001), possivelmente
devido a substituicdo de graos energéticos por fontes de fibra e gordura. Em termos
de desempenho, observou-se aumento no peso corporal final (DMP=3,629 kg;
P=0,003) e no rendimento de carcaga (DMP=0,173%; P=0,004), assim como aumento
na espessura de gordura subcutanea (DMP=0,469 mm; P<0,0001). Em contraste, a
area de olho de lombo (AOL) apresentou reducéo significativa (DMP=-0,465 cm?;
P=0,008) e, especificamente em dietas com teor de extrato etéreo entre 15,0 e 30,0
g/kg (DMP=-1,76 cm?; P=0,020) e entre 30,0 e 50,0 g/kg (DMP=-1,09 cm?; P=0,002).
Por outro lado, dietas com teores mais elevados (90,0-110,0 g/kg de EE) resultaram
em aumento da AOL (DMP=2,78 cm?, P=0,016). O GMD, no entanto, n&o foi alterado
significativamente (P=0,827).

A analise também permitiu sugerir niveis 6timos de inclusdo de DG para
sistemas de confinamento. Os melhores resultados em termos de desempenho e
caracteristicas de carcaga foram observados com niveis entre 500 e 600 g/kg de MS.
Inclusdes superiores a 700 g/kg (entre 700-800 g/kg) foram associadas a redugéo da
espessura de gordura (DMP=-1,99 mm; P=0,006) e potenciais efeitos negativos no

acabamento da carcaga. O teor de enxofre até 6,0 g/kg de MS (0,6%), por sua vez,
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nao comprometeu significativamente os parametros produtivos nem de carcaga
(P>0,05 para GMD, peso de carcaga, AOL e EGS dentro dessas faixas de enxofre),
mesmo excedendo o tradicional limite recomendado de 0,3%.

O DDG e DDGs apresentam variagdes na sua composi¢ao nutricional em
relagao ao teor de enxofre, o que pode representar um desafio na formulagao de dietas
(Schroeder et al.,, 2018). Altos niveis de enxofre podem resultar em
poliencefalomalacia, uma desordem metabdlica que afeta o sistema nervoso dos
ruminantes (Pogge et al., 2015). Assim, o monitoramento constante da qualidade do
DDGs e a formulagdo cuidadosa das dietas sdo essenciais para garantir o
desempenho produtivo sem comprometer a saude animal.

A inclusdo de DDGs também pode trazer beneficios econémicos,
especialmente em regides préximas a usinas de etanol, onde o custo do transporte é
reduzido. Além disso, o uso de DDGs em dietas de bovinos de corte pode contribuir
para uma maior sustentabilidade ao promover o aproveitamento de subprodutos
industriais e reduzir a demanda por gréos destinados a alimentag&o animal, alinhando-

se as diretrizes globais de mitigacado de GEE (Gerber et al., 2013).

2.6. Metano Entérico
Os gases de efeito estufa (GEE) sdo compostos presentes na atmosfera que

absorvem e reemitem radiagdo infravermelha, contribuindo para o efeito estufa — um
fendbmeno natural essencial para manter a temperatura do planeta em niveis
habitaveis. Contudo, o aumento das concentragbes desses gases devido as
atividades humanas, como queima de combustiveis fosseis, desmatamento e
agropecuaria, tem intensificado esse efeito, promovendo o aquecimento global (IPCC,
2021). Os principais GEE sao o diéxido de carbono (CO2), metano (CHa), 6xido nitroso
(N20), os gases fluorados e o vapor d’agua. Cada um desses gases possui diferentes
capacidades de retencdo de calor e tempos de permanéncia na atmosfera, sendo o
CO2 o mais abundante e o CH4 e 0 N20 os mais potentes em termos de efeito
climatico.

O Potencial de Aquecimento Global (Global Warming Potential - GWP) € uma
métrica usada para comparar o impacto relativo dos GEE sobre o aquecimento da

Terra ao longo de um periodo de 100 anos, tendo como base o CO, (GWP = 1).
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Segundo IPCC (2021), o CH4 nao féssil, no qual o metano entérico se enquadra,
apresenta um GWP 27 vezes superior ao do CO2 com uma permanéncia na atmosfera
de 11,8 anos. O N20, por sua vez, possui um GWP de 273 vezes maior com uma
permanéncia na atmosfera de 109 anos. Essa métrica tem como objetivo destacar a
relevancia de reduzir tanto as emissdes em volume quanto aquelas de gases com
maior impacto climatico.

Com objetivo de comparar o impacto das atividades potencialmente emissoras
de GEE transforma-se estes gases em uma base de equivalente COz, orientada por
este parametro a pesquisadora Ritchie (2020), trouxe de forma visual a porcentagem

de participagao das emissdes de GEE por setor de atividade econémica (Figura 4).
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Figura 4. Emissdes de gases do efeito estufa por setor — Dados de 2016, total de 49,4

bilhdes de toneladas equivalente COs-.
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De acordo com Ritchie (2020) necessitamos reduzir as emissdes de GEE o
mais rapido possivel visando reduzir o aquecimento global, para determinar quais
emissdes podem ou n&o ser reduzidas com as tecnologias atuais, € de fundamental
importancia entender a origem destas emissoes.

Neste contexto a agricultura, florestas e uso da terra emitem 18,4% do total de
GEE, a pecuaria e dejetos responde por 5,8% das emissdes, enquanto o uso de
energia corresponde a 73,2%. Analisando este cenario, mesmo o CH4 e N20 oriundo
da pecuaria tendo um GWP 27 e 273 vezes maior que o CO2 o impacto gerado nas
emissdes globais apresenta uma pequena fracdo das emissdes totais.

Esta revisdo ndo busca isentar a agropecuaria da sua responsabilidade de
reduzir as emissdes, mas sim demonstrar algumas estratégias que estdo em
desenvolvimento e que apesar da pecuaria produzir alimentos de alto valor biolégico,
pode ser mais produtiva com menor impacto ambiental.

O metano entérico é um dos principais gases de efeito estufa (GEE) emitidos
pela pecuaria, este gas é gerado durante o processo de fermentagao entérica nos
ruminantes, um mecanismo biolégico essencial para a digestdo de carboidratos
fibrosos, como celulose e hemicelulose. Esse processo € mediado por
microrganismos presentes no rumen, particularmente as arqueas metanogénicas, que
convertem o COz2 e o hidrogénio (H2) em metano como subproduto.

A relevancia do metano entérico ndo esta apenas na sua contribuicdo ao
aquecimento global, mas também no impacto econdmico e nutricional para a pecuaria,
ja que a producgao de metano representa uma perda entre 2% e 12% da energia bruta
consumida pelos ruminantes que é convertida em metano e liberada via eructagao
(Hristov et al., 2015). Apesar da perda absoluta ser variavel, a redugédo da emiss&o de
metano entérico pode melhorar a eficiéncia alimentar, reduzir o impacto ambiental e
aumentar a competitividade da producao pecuaria.

A digestdo da fibra vegetal resulta na produgdo de acidos graxos volateis
(AGV), como acetato, propionato e butirato, aléem de subprodutos como CO2 e H2
(Moss, Jouany & Newbold, 2000). O acumulo de H2 no rumen € prejudicial ao processo
de fermentacao, sendo a produgao de metano no rumen a principal via de eliminagao

de H2. Estima-se que 50 a 80% do H2 produzido seja convertido em metano, enquanto
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20 a 30% é utilizado na sintese de acidos graxos volateis e o restante incorporado a
biomassa microbiana (Morgavi et al., 2023)

A elevagéao da produtividade animal é uma das estratégias mais aplicada para
mitigar a emissdo de metano entérico, especialmente por meio da redugdo da
intensidade de emissao (g CH,/kg de produto). Melhoria genética, nutricional, sanitaria
e de manejo permite que menos animais sejam necessarios para produzir a mesma
quantidade de carne ou leite, reduzindo, portanto, a emissao relativa de gases de
efeito estufa (Hristov et al., 2013). Apesar disso, seu impacto é significativo,
especialmente em sistemas de baixa eficiéncia, nos quais o ganho em produtividade
tende a ser mais expressivo (Legesse et al., 2016).

Complementarmente, o melhoramento genético focado na eficiéncia alimentar
vem se mostrando uma estratégia robusta para a redugao das emissées de metano
por unidade de produto a longo prazo. Huhtanen et al. (2022) avaliando o setor leiteiro
Finlandés, identificou reducado de 57% nas emissodes totais de metano entérico e de
37% na intensidade de metano (g CH4/kg de leite corrigido para energia) entre 1960
e 2020, impulsionada por avancos na eficiéncia produtiva. A selegcdao para
caracteristicas como Consumo Alimentar Residual identifica animais que convertem o
alimento de forma mais eficiente. Por exemplo, grupos de vacas com menor eficiéncia,
baseadas em CAR produziram aproximadamente 11% mais CH4 por kg de leite em
estudos de camara de respiragao (Guinguina et al., 2020). Essa abordagem nao sé
otimiza o uso dos recursos € melhora a rentabilidade para o produtor, mas também
resulta em menor pegada ambiental geral (Huhtanen et al., 2021).

No estudo de Gianvecchio et al. (2024), animais Nelore classificados como
mais eficientes, com menor consumo alimentar residual (CAR), demonstraram uma
reducao significativa na emissdo de metano entérico, emitindo, em média, 14 g/dia a
menos em relacdo aos menos eficientes, o que representa uma diminui¢cao de 7,4%.
Essa diferenga nao foi atribuida a alteragdes na digestibilidade dos nutrientes, mas
sim ao menor consumo de matéria seca (CMS) pelos animais mais eficientes (6,92
kg/dia vs. 8,66 kg/dia; P<0,01). No entanto, ao avaliar a intensidade de metano por
unidade de produto, especificamente por quilograma de ganho médio diario (GMD), o
estudo revelou que, apesar da menor emissao absoluta diaria, ndo houve diferenca

estatistica significativa (P=0,39) na emissao de CH4 por kg de GMD entre os grupos
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(180 g/kg GMD/dia para baixo CAR vs. 186 g/lkg GMD/dia para alto CAR), visto que o
GMD também permaneceu semelhante entre os animais eficientes e ineficientes.

Além das estratégias genéticas e de manejo, o uso de aditivos na dieta tem se
destacado como ferramenta eficiente para mitigar emissdes. Dentre esses aditivos, os
nitratos tém sido amplamente avaliados por atuarem como drenos alternativos de
hidrogénio, competindo com a metanogénese. Essa substituicdo pode reduzir as
emissdes em até 16%, embora exista risco de toxicidade por acumulo de nitrito,
exigindo adaptagao gradual dos animais (Lee & Beauchemin, 2014; Van Zijderveld et
al., 2011).

Outro aditivo natural com potencial de mitigagéo € o tanino condensado (CT),
como evidenciado na meta-analise conduzida por Berga et al. (2023), que avaliaram
os efeitos da inclusdo de CT na dieta de bovinos sobre a emissdo de CHa,
digestibilidade dos nutrientes e parametros ruminais. Os resultados demonstraram
que a adicao de CT reduziu significativamente as emissdes de CHas, especialmente
em estudos in vivo, em que se encontrou a relacdo de que a cada 2,32% de CT na
matéria seca da dieta resulta em reducdo de 1% nas emissdes (Berca et al., 2023).
Além disso, observou-se reducao na digestibilidade da matéria organica e da fibra em
detergente neutro, sobretudo em condigbes in vivo, corroborando os achados de
Pifieiro-Vazquez et al. (2017) e Herremans et al. (2020).

Adicionalmente, a mesma meta-analise evidenciou interacdes significativas
entre CT e a composigao da dieta, principalmente com o teor de proteina bruta (CP),
sugerindo que a formulagdo balanceada pode potencializar a mitigacdo sem
comprometer o desempenho animal (Orzuna-Orzuna et al., 2021). Destaca-se que,
dentro da faixa avaliada (até 4% da MS), o CT n&o afetou negativamente o consumo
de matéria seca, reforgando seu potencial como aditivo natural para reduzir o impacto
ambiental da produg¢ao de ruminantes (Martin et al., 2009; Berga et al., 2023).

Entre as abordagens inovadoras, destaca-se o desenvolvimento de vacinas
contra microrganismos metanogénicos. A estratégia consiste na indugdo de
anticorpos presentes na saliva, que ao serem deglutidos, atuam no rumen inibindo
arqueas metanogénicas. Estudos demonstraram a producdo de anticorpos
especificos, mas os efeitos sobre a reducéo efetiva de CH4 ainda sao incipientes e

inconsistentes (Wedlock et al., 2010; Subharat et al., 2016). Caso bem-sucedida, essa
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tecnologia podera representar uma solugdo de baixo custo e facil aplicagdo em
sistemas extensivos, desde que ndo comprometa a saude e o desempenho dos
animais.

A manipulagdo da microbiota ruminal nas primeiras semanas de vida dos
ruminantes também tem sido explorada como alternativa de mitigagdo. A hipotese é
que, nesse periodo, a microbiota seja mais suscetivel a interveng¢des que favoregcam
rotas fermentativas menos metanogénicas (Yafiez-Ruiz et al., 2015). Estudos iniciais
com tratamento de maes e filhotes com inibidores de metano mostraram redugao nas
emissdes apds o desmame (Abecia et al.,, 2013; 2018). No entanto, a viabilidade
pratica e os efeitos de longo prazo ainda precisam ser elucidados.

Entre os inibidores quimicos, o 3-nitrooxypropanol (3-NOP) tem se destacado
pela sua alta eficacia. Este composto inibe a enzima metil-coenzima M redutase,
responsavel pela etapa final da metanogénese, resultando em redugdes de 20 a 40%
nas emissdes de CH4, sem comprometer a digestibilidade (Hristov et al., 2015; VYAS
et al.,, 2018; Dijkstra et al.,, 2018). A baixa dose efetiva, auséncia de residuos
relevantes e perfil seguro reforgam seu potencial para sistemas intensivos. Contudo,
sua aplicacdo em sistemas a pasto ainda é limitada pela necessidade de
administragao diaria e por questdes regulatérias em alguns paises (Ungerfeld, 2018).

Dentre as estratégias avaliadas, a manipulagéo da dieta animal € uma das
formas mais diretas de influenciar a metanogénese ruminal, uma vez que impacta o
fluxo de hidrogénio. Dietas ricas em concentrados, com maior teor de amido,
favorecem a producdo de propionato, que atua como sumidouro alternativo de
hidrogénio, competindo com as metanogénicas e reduzindo a produgcdo de metano
por unidade de matéria seca ingerida (Hristov et al., 2013). A inclus&o de lipidios
também se mostra eficaz, com redugdes de até 20% nas emissdes, especialmente
quando se utilizam acidos graxos de cadeia média ou poli-insaturados (Grainger &
Beauchemin, 2011; Patra, 2013). Melhorias na qualidade das forragens, por sua vez,
podem aumentar a ingestédo e a digestibilidade, reduzindo a emiss&o por unidade de
produto, embora os efeitos sobre as emissdes absolutas sejam variaveis (Beauchemin
et al., 2020).

De acordo com Huhtanen (2024) em uma revisao das ultimas trés décadas de

pesquisas direcionados a mitigacdo das emissdes entéricas de metano por
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ruminantes com destaque para estratégias nutricionais, diversos aditivos como
lipidios, nitratos, taninos condensados e o inibidor 3-nitrooxipropanol (3-NOP) tém
demonstrado eficacia na redugdo das emissdes em curto prazo. No entanto, uma
limitagdo recorrente dessas abordagens esta na adaptagao da microbiota ruminal, que
frequentemente redireciona o hidrogénio anteriormente convertido em metano para
outras vias fermentativas, como a producido de propionato ou metanol, o que nem
sempre representa uma reducao liquida nos gases de efeito estufa. Além disso, muitos
desses compostos ndo eliminam o hidrogénio excedente, apenas alteram seu destino
metabdlico, o que pode reduzir a eficiéncia da mitigagao a longo prazo.

Outro ponto importante destacado € que varias dessas estratégias mitigadoras
nao afetam o desempenho produtivo dos animais e, em alguns casos, contribuem para
sua melhora, fator essencial para a viabilidade econémica e adogao pratica pelos
produtores. Nesse contexto, ganha relevancia a analise da intensidade de emisséo (g
CH./kg de produto), e n&o apenas da emissdo absoluta (g CH,/dia), uma vez que
sistemas mais produtivos tendem a diluir as emissdes por unidade de produto (carne
ou leite). Apesar dos avangos, ainda ha incertezas quanto a persisténcia dos efeitos
mitigadores e aos custos de implementagdo em escala comercial. Por isso, o autor
ressalta a necessidade de se adotar abordagens integradas, que combinem nutri¢ao,
genética, manejo e maior compreensao dos mecanismos fermentativos ruminais com
base no impacto liquido sobre as emissbes e na sustentabilidade do sistema de

produgao, mais do que na simples redugao do metano emitido por animal.

2.6.1. Impactos do manejo de pastagem e suplementagdo na mitigacdo de metano
entérico
Dietas baseada em forragem com elevada participagdo de conteudo fibroso e

baixa digestibilidade proporcionam uma produc¢ao de CHs4 maior quando comparada a
forrageiras com melhor digestibilidade (Koscheck et al., 2020). Sendo assim, em
sistemas baseados em forragens tropicais, € de fundamental importancia considerar
a intensidade de pastejo e o uso estratégico de suplemento visando aumentar a
eficiéncia do sistema quanto a mitigagcao das emissdes de metano sem comprometer

o desempenho individual (Barbero et al., 2015).
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Além dos ajustes de manejo do pasto, a utilizagdo de concentrado na dieta
permite ajustar dietas desbalanceadas e melhorar o equilibrio de nutrientes no raimen,
reduzindo perdas metabdlicas (Poppi & McLennan, 1995). O uso de concentrado na
producao de bovinos de corte tem potencial de intensificar o processo produtivo, este
tipo de estratégia pode ser eficiente para redugéo da emissao de CH4 pelos bovinos,
uma vez que a quantidade de energia gasta com a mantencga é relativamente menor
(Berchielli, et al., 2013).

De acordo com Russel & Wilson (1996), diferentes propor¢des de volumoso e
concentrado na dieta alteram o pH ruminal, alternando também a populagao
microbiana. A suplementagcdo com carboidratos provoca a redug¢ao no pH ruminal
tornando o ambiente desfavoravel a populagao celulolitica e favoravel a populagao
amilolitica produtora de acido propiénico. Desta forma, a suplementagao de bovinos
em pastagens com concentrado pode ser favoravel a populagdo amilolitica e a
producdo de acido propibnico em relacdo ao acido acético, alterando rotas
metabdlicas e reduzindo a metanogénese.

Existe uma alta correlacdo entre a eficiéncia de producdo e reducdo nas
emissdes de metano. De acordo com revisao realizada por Beauchemin et al. (2020),
a manipulagao nutricional € uma das abordagens mais eficazes na mitigagcado das
emissdes de metano entérico, sendo que a eficiéncia de uma determinada estratégia
esta diretamente relacionada a a sua capacidade de influenciar o fluxo e a
concentracdo de Hz no riumen, a composic¢ao e atividade da microbiota ruminal, as
vias fermentativas predominantes, ao tempo de retencéo dos alimentos no rumen e
as interagoes entre esses fatores. Assim, o impacto da dieta sobre a produgao de CH4
€ resultado de um complexo conjunto de mecanismos fisiolégicos e microbianos,
sendo fundamental considerar esses elementos de forma integrada ao desenvolver
intervengdes nutricionais com foco na sustentabilidade.

Em sistema de pastejo, 0 manejo do pasto pode influenciar diretamente na
qualidade da forragem, a taxa de lotag&o utilizada influencia diretamente no ganho
individual e por area, o que aumenta a complexidade quando o foco é reducgao de
emissdes (g CHas/dia) e intensidade (g CH4/kg ganho). Pastagens de forrageiras
tropicais tendem apresentar elevadas fragdes fibrosas, principalmente quando mal

manejadas. A suplementagcdo pode auxiliar o balanceamento destas dietas,
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aumentando a eficiéncia de producdo e reduzindo as emissdes de metano, sendo
favoravel tanto do ponto de vista produtivo, quanto do ponto de vista ambiental.

Na Tabela 5 pode-se avaliar alguns trabalhos que aliaram manejo de pastagem
em diferentes alturas e suplementagdo da dieta entre 0,1% e 0,6% PC. E possivel
inferir que nos diferentes experimentos a utilizagcdo de suplemento reduziu a emissao
e intensidade de metano, corroborando com a revisao realizado por Beauchemin et
al. (2020).

De acordo com Araujo et al. (2021) avaliando diferentes niveis de substituicao
de farelo de algodédo por DDG em pastos manejados com 25cm de altura nao foi
encontrado diferenga significativa na emisséo de CH4 por dia e em g/kg de ganho.
Barbero et al. (2015) avaliando diferentes alturas de pasto com 0,3%PC nao
encontraram diferenga significativa na emissao e intensidade de CH4, demonstrando
que a suplementacédo em 0,3% foi efetiva no objetivo em reduzir as emissdes totais.

Barbero et al. (Exp. 2) (2015) e Koscheck et al. (2020) avaliando diferentes
alturas de manejo de pasto e diferentes niveis de suplementacdo observaram
emissdes e intensidade de CHs4 maiores nos pastos de 35cm de altura sem
suplementacido e menores na altura de 15 cm com suplementacéao.

Em fazendas comerciais, manejo de pasto em alturas de 15cm podem
apresentar risco a persisténcia dos pastos, como demonstrado no tépico de
relacionado ao manejo de pasto, entretanto os resultados dos trabalhos demonstram
a possibilidade de mitigar GEE entre 30 e 35 % quando comparamos intensidade de
CHa4 os tratamentos de 35cm altura sem suplemento X 25cm e 0,3% suplemento, que
sdo alturas de manejo e nivel de suplementacéao praticadas em rebanhos comerciais.

O suprimento de nitrogénio adicional via suplementos pode ser favoravel a
sintese de proteina microbiana quando a energia dietética n&o é fator limitante, sendo
observada resposta positiva a suplementagdo (Detmann et al., 2014). Em pastos
tropicais bem manejados na estagao chuvosa, com elevada oferta de folhas verdes,
proteina geralmente ndo €& o fator limitante, e nestes casos a suplementagao
energética pode aumentar a concentragdo de energia metabolizavel da dieta e
melhorar a eficiéncia de uso dos nutrientes no ambiente ruminal, promovendo

incrementos no desempenho.



30

Tabela 5. Comparativo de estudos do efeito na mitigagdo do metano entérico
considerando alteragdes na dieta de bovinos de corte em sistema de pastejo com ou
sem suplementag¢ao concentrada.

Emissao de Metano

Estudo

Tratamentos

CH.g/dia CH;fr/l';% de
SM!
Arezgj&?t) al. o 5POE|32D o 136,6 (P>0,05) 134,22 (P>0,05)
PE 100DDG*

Barbero et al.
(2015) - Exp. 1

Barbero et al.

(2015) - Exp. 2

Koscheck et al.
(2020)

3 alturas com
suplementacgéo 0,3% PV

15cm +0,6% (SHHS)
25¢cm +0,3% (MHMS)
35cm suplemento mineral (THWS)

15 cm + 0,6%(LHMS)
15cm +0,3% (LHHS)
25cm +0,1% (MHLS)
25¢cm +0,3% (MHMS)
35cm sem suplementagdo (HHWS)
35cm +0,1% (HHLS)

128,0 (P = 0,64)

115¢(SHHS)

132b(MHMS)

190a(THWS)
(P<0,0001)

108e (LHMS)
103e (LHHS)
125¢ (MHLS)
116d (MHMS)
161a (HHWS)
148b (HHLS)
(P<0,01)

111,67 (P=0,09)

103¢(SHHS);

115b(MHMS);

168a(THWS);
(P<0,0001)

123c (LHMS)
107¢ (LHHS)
150b (MHLS)
123c (MMMS)
190a (HHWS)
155b (HHLS)
(P<0,01)

'Suplemento mineral; 2Proteico Energético formulado com polpa citrica e Farelo de Algodao;
3Substituicdo de 50% do farelo de algoddo por DDG; “Substituicdo de 100% do farelo por DDG;
SProteico Energético formulado com Milho e Farelo de Algodao;

De acordo com a revisdo de Beauchemin et al. (2020) aditivos nutricionais,
como taninos, inibidores quimicos como 3-nitrooxipropanol aliados a estratégias
nutricionais mais eficientes podem potencializar a redugao das emissdes geradas pelo

sistema produtivo.

2.6.2. Uso do 3-NOP na mitigagdo do metano entérico
O 3-nitrooxipropanol (3-NOP) (Figura 2) tem emergido como uma das

estratégias eficazes para a redugéo das emissdes de metano entérico em ruminantes.
Estudos demonstraram que a adicdo de 3-NOP as dietas de bovinos pode reduzir a
producdo de metano em até 60% sem impactar negativamente o consumo de
alimento, o ganho de peso ou a digestibilidade dos nutrientes (Hristov et al., 2022).
Além disso, o 3-NOP tem se mostrado promissor como uma solugao pratica,
especialmente por sua capacidade de ser facilmente incorporado a dietas comerciais,

oferecendo uma forma imediata de mitigar as emissdes de metano enquanto outras
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abordagens, como o melhoramento genético, ainda estdo sendo desenvolvidas. A
eficacia do 3-NOP em diferentes tipos de dietas e sistemas de producéao, incluindo
sistemas intensivos e semi-intensivos, destaca seu potencial como uma ferramenta

valiosa para a pecuaria sustentavel.

HD\/\/O\ o

N
0

Figura 2. Molécula de 3-Nitrooxypropanol

O 3-NOP atua como um inibidor especifico metanogénese, direcionando sua
acao bioquimica a inativagdo da enzima Metil-coenzima M Redutase (MCR) nas
arqueias metanogénicas. A MCR é a enzima-chave responsavel pela etapa final e
irreversivel da produgdo de CHs4 no rumen (Duin et al., 2016). O 3-NOP foi
desenvolvido com base em sua semelhanca estrutural a metil-coenzima M, o
substrato natural da MCR. Essa caracteristica permite que o 3-NOP se ligue
seletivamente ao sitio ativo da enzima, posicionando sua por¢do nitrato em
proximidade com o centro catalitico (Kebreab et al., 2022; Duin et al., 2016).

O do 3-NOP oxida o centro metalico da MCR, especificamente, o ion de niquel
(Ni) no cofator Fa30, que se encontra no estado de oxidagao Ni(l) cataliticamente ativo,
€ oxidado para um estado inativo, como Ni(Il) ou Ni(lll). Esta oxidag&o inativa de forma
potente e duradoura a enzima MCR, impedindo sua fungdo na sintese de metano
(Duin et al., 2016). Adicionalmente, o processo de inativagao é otimizado por um efeito
sinérgico: o grupo nitrato do 3-NOP é reduzido a nitrito, e o préprio nitrito também
possui a capacidade de oxidar e, consequentemente, inativar a MCR. Esse
mecanismo de dupla acado, amplifica a eficacia do 3-NOP, permitindo que a inibigdo
ocorra mesmo em concentragdes micro molares (Duin et al., 2016).

A inativacao da MCR pelo 3-NOP acarreta consequéncias metabdlicas diretas
no ambiente ruminal. Com o principal dreno de H2, a produgédo de metano, bloqueado,
ha um aumento na presséao parcial e na concentracdo de H2 no rumen. Esse excesso
de hidrogénio é, entdo, redirecionado para vias metabdlicas alternativas. Dentre estas,

o desvio mais significativo e benéfico € a promogéao da produgédo de propionato. O
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hidrogénio, que antes seria utilizado para a metanogénese, passa a ser incorporado
em processos de reducio que favorecem a sintese de propionato, resultando em uma
alteracao na proporcédo dos AGVs ruminais e uma melhora na eficiéncia energética
para o animal (Kebreab et al., 2022). E importante salientar que o efeito inibitério do
3-NOP é transitorio; uma vez que o composto € metabolizado e nao esta mais
disponivel para inativar a MCR, as arquéias metanogénicas podem reativar sua
capacidade de produzir metano, o que demanda a administracdo continua do aditivo
para a manutengao da mitigagcédo (Kebreab et al., 2022; Duin et al., 2016).

A eficacia do 3NOP foi avaliada em alguns estudos em diferentes condi¢des de
manejo, tipos de dietas e espécies de ruminantes. As redugbes nas emissdes de
metano variam entre 20% e 60% dependendo da dose e da composi¢ao da dieta.

Hristov et al. (2015) conduziram um experimento com vacas leiteiras
alimentadas com 3NOP e observaram reducgao de até 30% na produgao de metano,
sem comprometer o consumo de matéria seca, a producdo de leite ou sua
composicao.

Romero-Pérez et al. (2015) relataram redugao de 60% nas emissdes de metano
em bovinos alimentados com dietas a base de silagem de milho suplementadas com
3NOP, sem prejuizo ao ganho de peso.

Melgar et al. (2020) testaram a adigdo de 3NOP em dietas de ovinos e relataram
reducdo media de 38% nas emissdes de metano, além de melhorias no perfil de
acidos graxos volateis no raimen, com aumento na propor¢ao de propionato.

Esses estudos sugerem que o 3NOP ¢ eficiente em reduzir as emissdes de
metano em diferentes espécies de ruminantes, com beneficios adicionais para a
eficiéncia alimentar devido a maior produgéo de propionato.

Um dos maiores beneficios do uso do 3NOP ¢é a possibilidade de melhorar a
eficiéncia alimentar dos ruminantes. A diminuigcdo das emissées de metano significa
gue menos energia é perdida durante o processo de fermentagéo ruminal, o que pode
ser redirecionado para o ganho de peso, producdo de leite ou outras fungdes
metabdlicas.

Hristov et al. (2015) relataram que vacas leiteiras suplementadas com 3NOP
apresentaram uma leve melhora na eficiéncia alimentar, com a producao de leite

mantida mesmo com uma menor perda de energia em forma de metano. Vyas et al.
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(2016) observaram que bovinos de corte suplementados com 3NOP apresentaram
ganhos de peso superiores, possivelmente devido a maior disponibilidade de energia
na forma de propionato.

Além disso, a composicao do leite e da carne de animais suplementados com
3NOP né&o foi significativamente afetada. Estudos como o de Dijkstra et al. (2018)
mostraram que a suplementag¢ao de 3NOP nao altera o perfil de acidos graxos no leite
ou na carne, nem afeta negativamente as caracteristicas sensoriais desses produtos,
garantindo a seguranca do uso desse aditivo do ponto de vista da qualidade dos
produtos.

O 3NOP tem sido avaliado quanto a sua segurancga para o animal e para o meio
ambiente. Hristov et al. (2022) realizaram um estudo abrangente sobre a toxicologia
do 3NOP e concluiram que o composto € seguro para uso continuo em ruminantes.
Eles observaram que ndo ha acumulo de 3NOP nos tecidos dos animais e que seus
metabdlitos ndo representam risco ao meio ambiente ou a saude humana.

Do ponto de vista ambiental, o uso de 3NOP & promissor. Além de reduzir as
emissdes de metano, o aumento da eficiéncia alimentar também pode contribuir para
a reducado das emissdes de outros gases de efeito estufa associados a produgéo
animal, como o diéxido de carbono e o 6xido nitroso, em fungcdo de uma melhor
utilizacdo dos recursos alimentares e menor demanda de alimentos por unidade de
producao (Dijkstra et al., 2020).

Apesar de seus beneficios, o uso do 3NOP apresenta algumas limitagdes e
desafios. Embora os estudos apontem beneficios claros na redu¢gao de metano e na
eficiéncia alimentar, mais pesquisas sao necessarias para determinar os efeitos a
longo prazo em diferentes sistemas de produgéao, incluindo sistemas de pastagem
extensiva, onde o controle preciso da dosagem pode ser um desafio (Knapp et al.,
2014).

Outra questao relevante é a variabilidade da resposta ao 3NOP em funcéo do
tipo de dieta. Dietas ricas em fibras, como aquelas baseadas em forragem, tendem a
produzir mais metano, mas a eficacia do 3NOP pode ser menor nesses casos em
comparagao com dietas concentradas. Pesquisas futuras devem focar em adaptar a

dosagem de 3NOP para diferentes sistemas alimentares.
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Na Tabela 6 pode-se avaliar dois experimentos realizados em condi¢des
tropicais sobre o efeito do 3NOP na reducdo da emissdao de metano. Nos dois
trabalhos (Araujo et al., (2023) e Souza et al., (2024)) observou-se redugéo
significativa nos tratamentos que utilizaram 3-NOP, demonstrando a eficiéncia do
composto na reducdo de metano.

Tabela 6. Comparativo de estudos do efeito na mitigagdo do metano entérico

considerando a utilizagdo dos aditivos 3-NOP ou taninos concentrados
Estudo Tratamentos Emissao de Metano

Araujo et al. Controle (sem 3-NOP); 3-NOP 100 mg/kg Reducéo de ~49,3% em g/dia; ~40,7%
(2023) MS; 3-NOP 150 mg/kg MS CH4/DMI; ~38,6% CH4/GMD

Souza et al. CTL: monensina; M3NOP: CTL + 3-NOP Combo reduziu CH4 em relagdo ao
(2024) (100 mg/kg MS); Combo: M3NOP + OE + controle (~23%)
vit. D + Cr + Zn

O 3-nitrooxipropanol (3NOP) se destaca como uma das tecnologias
promissoras para a mitigacdo de metano entérico em ruminantes. Sua capacidade de
inibir a producao de metano diretamente no rimen, sem prejudicar a saude animal ou
a qualidade dos produtos derivados, oferece uma solugao eficaz e pratica para reduzir
o impacto ambiental da producéo de carne e leite. A melhoria da eficiéncia alimentar
também representa um beneficio econdmico para os produtores, potencialmente
compensando os custos de implementagao.

Contudo, a adog&o em larga escala do 3NOP dependera de mais estudos que
abordem suas limitacbes em diferentes sistemas de manejo, além de estratégias de
incentivo econdmico e regulamentagbes que promovam o uso dessa tecnologia no

contexto da produgao sustentavel.

2.7. Sistema de terminagdo em confinamento
A terminacdo de bovinos de corte em sistema de confinamento tem

apresentado um crescimento constante no Brasil. Conforme informacdes do Beef
Report de 2025, publicado pela Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carnes (ABIEC), o numero de bovinos abatidos sob esta estratégia passou de 3,56
milhdes de cabecas em 2004 para 8,84 milhdes de cabegas em 2024, que
corresponderam a aproximadamente 10% e 20% do total de animais abatidos no pais

nos respectivos anos.
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O sistema de terminacdo em confinamento é considerado uma das principais
ferramentas para intensificar a producéo de bovinos de corte no Brasil. Esse sistema
permite o aumento da eficiéncia produtiva ao otimizar a conversao alimentar e reduzir
o ciclo produtivo dos animais. Por meio de dietas balanceadas e formulagdes
nutricionais especificas, € possivel buscar maior eficiéncia de ganho, alcangando um
maior peso vivo em um curto periodo. Segundo Millen et al. (2011), o confinamento
possibilita a producédo de carne em sistemas intensivos que demandam menor area
de terra, contribuindo para a sustentabilidade e a competitividade da pecuaria
nacional.

Hoffmann et al. (2021) avaliaram a terminagdo em sistema de pastejo com
suplementagdo concentrada a nivel de 1,5%PC versus confinamento, com garrotes
recriados nas mesmas condig¢des. Os resultados de peso final, ganho médio diario,
ganho médio diario de carcaga foram superiores quando comparados aos
encontrados no sistema de terminagao a pasto, porém nao foi encontrado diferenca
estatistica no rendimento de carcaga (Tabela 7).

Tabela 7. Performance de bovinos de corte em dois sistemas de terminacéo:
Confinamento e Pasto

Confinamento Terminagdo a pasto P-valor
Pl (kg) 409 407 0.827
PF (kg) 566 504 < 0.0001
GMD (kg/d) 1.57 0.99 < 0.0001
GMDc (kg/d) 1.09 0.78 < 0.0001
RC (%) 55.40 55.60 0.6307

Pl= Peso Inicial; PF = Peso Final; GMD = Ganho médio diario; GMDc = Ganho médio de carcaga;
RC=Rendimento de carcaga;

Diferengas no planejamento alimentar entre confinamento e pastagens podem
alterar a composig¢ao corporal dos animais. Isso pode ocorrer em funcéo do uso de
maiores proporgdes de concentrado na dieta resultando em menor participacao do
conteudo ruminal em relagdo ao peso corporal, o que tende a aumentar o rendimento
de carcaca. O inverso € observado em dietas com alta participagao de tecidos fibrosos
(Pesonen, 2020). Hoffmann et al. (2021) afirmam que esta variagao pode explicar as
diferengas na composicéo corporal e as mudancas no GMD, no peso final e no GMDc
entre os sistemas de terminacdo, considerando que os animais terminados a pasto

apresentaram maior consumo de MS e FDN.
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Em sintese, a superioridade do confinamento no desempenho nao se baseia
em um unico fator, mas sim na sinergia de uma dieta de alta densidade energética,
que otimiza a deposicao de tecidos de valor, e um manejo nutricional que minimiza o
peso de componentes ndo-carcaga e assegura a saude digestiva (Hoffmann et al.,
2021).

O sistema de terminacao adotado pela fazenda, ndo dependera somente dos
resultados zootécnicos, deve-se analisar a viabilidade econdmica do sistema como
um todo. O confinamento convencional demanda mais estrutura quando se compara
com o sistema de terminacao a pasto, porém demanda menos area por animal.

Quando avaliamos o sistema de terminagao com a fung¢ao de ajuste de lotagao
da fazenda, a terminagdo em confinamento pode ser utilizada como ferramenta de
manejo que auxilia o sistema de produgéo de pastagens, possibilitando a retirada de
animais do pasto durante a sazonalidade da produgao forrageira (Almeida et al.,
2010). Ademais, passou a ser utilizada por algumas empresas como ferramenta para
producdo de qualidade de carne o ano inteiro (Paulino et al., 2014).

Além de intensificar o sistema, a terminagédo em confinamento pode trazer
beneficios ambientais ao reduzir a produgdo de metano. Méo-Filho (2020) avaliou a
producado de metano de bovinos de corte durante a recria a pasto e a terminagédo em
confinamento, neste estudo foram encontradas intensidades de metano de 330 g
CHa4/kg GMD para o periodo de recria e de 136 g CH4/kg GMD para a terminagéo.

Nesse contexto, a fase de terminacdo confinada se apresenta como uma
ferramenta estratégica dentro dos sistemas de producao, possibilitando ganhos em
escala e maior eficiéncia produtiva, neste sistema, a dieta representa o principal custo
quando se desconsidera o investimento inicial na aquisi¢gdo dos animais (Bosa et al.,
2012). Por essa razao, a formulagcdo da dieta assume um papel central, sendo
essencial para atender as necessidades nutricionais dos bovinos, garantindo um
desempenho satisfatorio e a obtengao de carcagas que atendam aos padrdes exigidos
pelos frigorificos (Resende et al., 2011). Portanto, € imprescindivel que os
ingredientes utilizados na dieta sejam adequados para assegurar o ganho de peso

esperado e a eficiéncia econdmica do sistema.
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Simple Summary: Dried distillers’ grains (DDG), a co-product of ethanol production from corn, is
gaining attention for its efficiency in ruminant nutrition, as it meets both the energy and protein
demands of livestock and is less costly than the popular alternatives. The aim of this study was to
evaluate the effect of replacing cottonseed meal with DDG at two levels (50 and 100%) on young
Nellore bulls grazing Marandu grass in the rainy season, focusing on ruminal parameters, animal
performance, and methane (CHy) emissions. When replacing 50% of cottonseed meal with DDG,
animals presented higher intakes of dry matter, organic matter, forage, and digestible organic matter,
compared to 100% DDG. Ruminal parameters, including pH, acetate, and acetate: propionate,
were higher when animals received only mineral supplementation. Animals supplemented with
concentrate (cottonseed meal and /or DDG) presented greater daily weight gain and final body weight
than the animals consuming mineral supplementation. Replacing cottonseed meal with DDG does
not cause great variations in ruminal parameters, animal performance, and enteric CH4 emissions in
grazing Nellore cattle during the rearing phase in the wet season. However, supplementation of 0.3%
body weight with the concentrate can improve the productive performance of grazing animals. Both
protein sources, DDG or cottonseed meal, can be used to intensify grazing beef cattle production.

Abstract: Two experiments were conducted to evaluate the effect of replacing cottonseed meal
with DDG on ruminal parameters, methane (CHy4) emissions (Experiment 1), and animal perfor-
mance (Experiment 2) of young Nellore bulls grazing Marandu grass during the rainy season. Four
supplementation strategies were used in both experiments: (1) Mineral supplementation (MS);
(2) conventional multiple supplement (energy/protein) with cottonseed meal and citrus pulp (CMS);
(8) CMS with 50% cottonseed meal replaced by DDG (50DDG); and (4) CMS with 100% cottonseed
meal replaced by DDG (100DDG). The 50DDG condition resulted in greater intake of dry matter
(p = 0.033), organic matter (OM) (p = 0.050), forage (p = 0.035), and digestible OM (p = 0.031) than
100DDG. The supplemented animals presented greater final body weight (BW) and average daily
gain than the animals consuming MS (p = 0.011), and lower pH, acetate, and acetate:propionate
(p < 0.05). However, the treatments had no influence on stocking rate, gain per area, and enteric CHy
emissions (p > 0.05). Replacing cottonseed meal with DDG does not result in great variations in
ruminal parameters, animal performance, and enteric CHy emissions of grazing Nellore cattle during
the rearing phase in the wet season. Both protein sources in 0.3% BW supplementation can be used
to intensify beef cattle production in pastures.

Animals 2021, 11, 2959. https:/ /doi.org/10.3390/ani11102959

https://www.mdpi.com/journal /animals



Animals 2021, 11, 2959

20f18

Keywords: continuous grazing; Urochloa brizantha; supplementation; tropical grass; greenhouse gases

1. Introduction

In order for Brazilian beef cattle farming to be consolidated in sustainable livestock
intensification (SLI) and meet the demands of global markets, it should promote the
efficient use of resources whilst reducing negative environmental impacts. However,
this intensification has led to increasing the competition between cattle and humans for
food sources.

Without SLI, the national livestock will sustain low production rates across approxi-
mately 162 mha of pasture in 2020 [1]. Degraded pastures represent 50-60% of the total area
utilized in Brazil for cattle production, which negatively impacts the environment, mainly
due to greenhouse gas emissions, deforestation, and soil degradation [2]. In this scenario,
supplementation with inedible human feed can reduce costs, increase productivity, and
improve the efficiency of land utilization [3,4].

In Brazil, mineral supplementation with macro- and micro-nutrients is necessary
due to the low mineral content of soil, particularly phosphorus [5]. In addition, the level
of phosphorus in tropical grasses is low, and the fertilization of pastures only aims to
meet the critical levels of plants due to the high cost of fertilizers. Therefore, mineral
supplementation in feed is required [5].

On the other hand, less costly sources of animal feed that are not consumed by humans
have gained increasing attention, for example, citrus pulp as an energy source and dried
distiller’s grain (DDG) as a protein source [3,6]. Cottonseed meal is a traditional protein
source used in ruminant nutrition, mostly during the rearing and finishing phases, owing
to its high ruminal undegraded protein (RUP) content [7,8], which can lead to an increase
in protein flow to the small intestine.

An alternative source of protein to cottonseed meal is DDG, a co-product of the corn
or sorghum ethanol industry, which has recently emerged in Brazil as a competitively
priced beef cattle supplement, mainly in the Midwest region of the country [9]. Moreover,
DDG has a high protein concentration when dried, high digestibility, and high RUP,
making it a potential substitute for more expensive ingredients used in animal and human
nutrition, such as soybean. However, information on the chemical composition and
nutritive value of DDG produced in Brazil is still scarce, mainly due to the heterogeneity
of its manufacturing processes. Most of the studies on this co-product were conducted in
the USA and Canada, which produce soluble DDGs, whilst in Brazil, many manufacturers
produce non-soluble DDGs.

According to Omer et al. [10], DDG can replace 10 to 50% of cottonseed meal during the
rearing phase of crossbred young bulls receiving 2% BW supplementation, as it improves
digestibility, performance, and economic efficiency. Hoffmann et al. [8] observed that corn
DDG can replace 100% of cottonseed meal as a protein source during the rearing phase in
tropical pastures without any adverse effects on average daily gain (ADG), enteric methane
(CHy) emissions or nitrogen (IN) excretion. Moreover, Hoffmann et al. [6] found that the
use of DDG does not affect the performance of animals finished on pasture or feedlot, and
that this co-product is a viable alternative to replace conventional supplements in tropical
environments. However, the efficiency of different replacement levels of cottonseed meal
by DDG, and the responses of animals grazing tropical pastures has not yet been described.

Supplementation with concentrates is a common practice used in intensive systems to
improve animal performance. It is an alternative for CH, mitigation, as it reduces rumen
pH, alters the acetate: propionate ratio, and decreases the amount of CH4 produced per unit
of feed intake as the level of supplementation increases [11]. Therefore, suitable practices of
supplementation and pasture management can decrease CHy emissions [12,13] by reducing
the intake of poorly digestible fiber, and the time of animals in the production system.
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Research has shown beneficial effects on enteric CH4 emissions from young animals
receiving DDG in diets, which can reach 16% [8,14]. Hiinerberg et al. [15] reported a
decrease of 12.6, 18, and 20% in CHy4 emissions per g/d, g/kg of dry matter, and % of gross
energy intake, respectively, when animals received diets with DDG ad libitum compared
to the control diet (87% barley grain). Nevertheless, most of the previous studies on the
effects of DDG on animal performance and environmental impacts of beef cattle production
have been conducted in temperate regions and using DDGs and diets with higher levels
of concentrates. Therefore, information on the effects of supplementation with DDG on
Nellore performance and CHy emissions in tropical environments is lacking. Knowledge
of human inedible potential ingredients replacing traditional sources in cattle supplements
can drive a more sustainable livestock system.

We hypothesized that replacing cottonseed meal with DDG in supplements during
the rainy season would not alter the ruminal parameters, performance, and CH, emissions
of beef cattle in tropical pasture. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effects of replacing cottonseed meal with DDG on these outputs in young Nellore bulls
grazing Marandu grass during the rainy season.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Area and Treatments

The two experiments were conducted in the Forage and Grasslands sector of the Sao
Paulo State University “Julio de Mesquita Filho” (FCAV /UNESP), Jaboticabal, SP, located
at 21°15'22"" South, 48°18'58" West, at 595 m of altitude, during the wet season (January to
May) of 2015. In Experiment 1, we evaluated intake, digestibility, and ruminal parameters.
In Experiment 2, animal performance and CH, emissions were evaluated.

All of the research procedures were approved by the Ethics Committee of Sao Paulo
State University (protocol code 12703/15).

According to the Department of Exact Sciences of FCAV /UNESP, the average precipi-
tation during 2015 was 1424 mm and the mean temperature was 22.3 °C. The local climate
is AW subtropical, with dry winters as well as warm and rainfall summers. The soil was
classified as Ferralsol [4].

The experimental area consisted of 13.5 ha of Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.)
R.D. Webster cv. Marandu (Marandu grass) sowed in 2001 and divided into 12 paddocks.
In November 2014, we conducted a soil chemical analysis, and its results were as follows:
pH 5.2; 28.0 g/dm?3 of organic matter; 22.9 mg/dm? of phosphorus, 18.0 mmolc/dm? of
calcium, 10.3 mmolc/dm3 of magnesium, and 57.0% base saturation.

In December 2014, maintenance fertilization was performed in all of the paddocks
with 50 kg P,Os and 70 kg K,O/ha. Nitrogen fertilization was performed with 180 kg
N/ha/year, using urea, divided into three equal applications, according to the precipitation
schedule (January, February, and March 2015).

The treatments consisted of four supplementation strategies in both experiments:
(1) Mineral supplementation (MS) as a control treatment offered ad libitum; (2) conventional
multiple supplement (energy/protein) with cottonseed meal (protein) and citrus pulp
(energy) (CMS); (3) CMS with 50% cottonseed meal replaced with DDG (50DDG); and
(4) CMS with 100% cottonseed meal replaced with DDG (100DDG) (Table 1).
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Table 1. Ingredients and chemical composition of the four supplement strategies.

Treatment
Item
CMS 50DDG 100DDG MS
Ingredients (g/kg DM)
Cottonseed meal 322 165 - -
Citrus pulp 562 496 402 -
DDG - 215 446 -
Salt 36 36 36 -
Urea 315 31.5 31.5 -
Limestone 31 38 44 -
Monocalcium
phosphate 149 17.3 19.5 -
Sulfur 2.0 - 19.3 -
Mineral premix ! 0.9 0.9 0.9 -
Monensin 200 0.4 0.4 0.4 -
Mineral salt 2 - - - 1000
Chemical composition of supplements (g/kg DM)
apNDF 310 312 372 -
ADF 179 232 267 -
CP 226 229 213 -
EE 15 26 30 -
Starch concentration 18 17 16 -
TDN 607 625 630 -
GE (M]/day) 182 164 151 -

MS: Mineral supplement; CMS: Conventional multiple supplement (energy/protein) with cottonseed meal and
citrus pulp; 50DDG: Supplement with 50% of CMS protein source replaced by DDG; 100DDG: Supplement with
100% of CMS protein source replaced by DDG; apNDEF: Neutral detergent fiber free of protein and ash; ADF:
Acid detergent fiber; CP: Crude protein; EE: Ether extract; NFC: Non-fibrous carbohydrate; TDN: Total digestible
nutrients; GE: Gross energy; ! Guarantee levels: 14.0 g/kg Na; 21.7 g/kg Cl; 3.9 g/kg K; 2.4 g/kg Mg; 3.4 g/kg S;
277.1 mg/kg Fe; 52.7 mg/kg Cu; 57.4 mg/kg Mn; 189.1 mg/kg Zn; 4.5 mg/kg Co; 8.1 mg/kg I; 0.8 mg/kg Se;
60.0 mg/kgFE. 2 Mineral salt: 153.0 g/kg Ca; 90.0 g/kg P; 125.0 g/kg Na; 10.0 g/kg Mg; 40.0 g/kg S; 1670.0 mg/kg
Cu; 1500.0 g/kg Fe; 1290.0 mg/kg Mn; 6200.0 mg/kg Zn; 100.0 mg/kg Co; 124.0 mg/kg I; 32.0 mg/kg Se.

The diets were formulated according to the National Research Council (NRC) [7]. The
0.3% BW level of supplementation (CMS, 50DDG, and 100DDG) was chosen based on
previous studies conducted by our research group, which reported that this level meets
the animals’ requirements for weight gain (approximately 1.0 kg/day) and does not affect
forage intake. In addition, this study aimed to evaluate the potential of supplements
formulated with co-products of human food processing to meet the animals’ nutritional
requirements, and the environmental, economic, and food security implications of their
use. The inclusion of corn DGG was determined based on crude protein, and its chemical
composition is presented in Table 2.

2.2. Pastures and Animal Management

In Experiment 1, we used eight young (14 & 2-month-old) Nellore (Bos taurus indicus)
bulls, rumen cannulated, with an average initial BW of 300.0 £ 27.0 kg. In Experiment
2, 60 young Nellore bulls with an initial BW of 345 + 39 kg were identified, weighed,
and randomly distributed into fixed groups of five animals (test) per paddock, adjusted
according to BW. Then, of these 60 animals, 24 animals were randomly selected from the
12 paddocks (two animals/paddock) to evaluate enteric CHy emissions and nutrient intake.
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Table 2. Chemical components, carbohydrate and nitrogen fractionating of corn DDG and cotton-

seed meal.
Item DDG Cottonseed Meal
CP (g/kg DM) 288.50 389.92
NDF (g/kg DM) 659.31 368.07
ADF (g/kg DM) 243.89 228.65
EE (g/kg DM) 30.97 14.12
Carbohydrate fractions (g/kg DM)
A + Bl 148.60 453.20
B2 754.80 220.84
B3 96.60 325.96
Nitrogen fractions (g/kg CP)
A 89.00 52.62
B1 78.50 144.73
B2 576.30 611.40
B3 74.90 106.54
C 181.30 84.73
RDP (g/kg DM) 486.00 742.73
RUP (g/kg DM) 514.00 257.27

DDG: Dried distiller’s grain; DM: Dry matter; CP: Crude protein; EE: Ether extract; NDF: Neutral detergent fiber;
ADF: Acid detergent fiber; RDP: Rumen degradable protein; RUP: Rumen undegradable protein.

Pastures were managed under continuous stocking with a variable stocking rate,
following the put and take technique [16], in order to maintain 25 cm of height. The
height/forage mass relationship (bulk density) was evaluated weekly to estimate the
herbage mass and adjust the stocking rate using the put and take technique, with reserve
animals (regulators) from another herd, in addition to the five fixed test animals in the
paddock. Under these experimental conditions, a previous study showed that 25 cm
promotes 95% light interception, which allows maximum net forage accumulation to be
achieved, with high leaf production and low senescence, which may increase animal
performance [8,12,17].

The forage characteristics and chemical composition are presented in Table 3.

2.3. Experiment 1: Ruminal Parameters, Nutrient Intake, and Digestibility

The cannulated animals were distributed in a double Latin square design, and four
evaluation periods of 21 days (d) each were used. The animals were adapted to the diet for
the first 16 d, and the last 5 d of the period were used to determine ruminal pH, ammoniacal
nitrogen (N-NH3), short-chain volatile fatty acids (VFA), intake of forage and supplement,
and digestibility.

The cannulated animals were kept in the same paddocks as the performance animals,
with two animals in each treatment, and a supplement was provided daily at 11 am in
the uncovered feeder, according to the respective treatment strategy and proposed Latin
square. The cannulated animals were weighed at the beginning of the experiment after a
14 h feed and water fast, and every 21 d without fasting in order to adjust the supplement
quantity and stocking rate.
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Table 3. Herbage mass (HM), morphological composition, herbage allowance (HA), and chemical
composition of Urochloa brizantha cv Marandu pastures, during the wet season.

. Treatment
Variable MS CMS  50DDG  100DDG
Herbage mass (kg DM/ha) 5660 5052 4897 4870
Leaf (g/kg DM) 330 350 380 340
Stem + sheath (g/kg DM) 380 350 350 340
Dead material (g/kg DM) 290 300 270 320
Leaf:stem ratio 0.80 1.0 1.1 1.0
Forage allowance (kg DM/kg BW) 2.09 2.16 2.10 2.13
Chemical composition (g/kg DM)
oM 924 922 911 910
ApNDF 599 608 604 607
Indf 110 110 115 114
pdNDF 489 498 489 493
ADF 289 289 289 287
NEC 204 203 206 206
Cp 126.7 128.1 125.3 126.7
Protein fraction (% CP)
Fraction A 31.4 32.6 32.2 31.8
Fraction B1+B2 343 34.9 33.2 33.7
Fraction B3 27.8 26.7 275 27.8
Fraction C 6.5 5.8 7.1 6.7

MS: Mineral supplement; CMS: Conventional multiple supplement (energy/protein) with cottonseed meal and
citrus pulp; 50DDG: Supplement with 50% of CMS protein source replaced by DDG; 100DDG: Supplement with
100% of CMS protein source replaced by DDG; BW: body weight; OM: Organic matter; apNDF: Neutral detergent
fiber free of protein and ash; iNDF: Indigestible neutral detergent fiber; pdNDF: Potentially digestible neutral
detergent fiber; ADF: Acid detergent fiber; NFC: Non-fibrous carbohydrate; CP: Crude protein.

2.3.1. Ruminal Parameters

To evaluate the pH, N-NH3, and VFA, samples of ruminal liquid were collected from
the cannulated animals in the last 2 days of each experimental period at time 0 (moment
before supplementation), 2, 4, 6, and 8 h after supplementation. The ruminal liquid was
collected at the solid-liquid interface and immediately filtered in a triple layer of gauze for
pH measurement with a pH digital analyzer, calibrated with pH 7.0 and 4.0 buffers. One
milliliter of sulfuric acid (1:1) was added to a sample of 50 mL of ruminal liquid and stored
at —20 °C for subsequent analysis of N-NHj3 and short-chain fatty acids.

N-NH; (mg/dL) was determined according to the Kjeldahl method [18]. The short-
chain volatile fatty acid analysis was performed on a Shimadzu high-performance liquid
chromatography (HPLC) system (model Prominence) equipped with an ultraviolet detector
model SPD-20 and programmed to operate at a wavelength of 210 nm. The ruminal liquid
samples were centrifuged at 7000 rpm for 5 min and filtered through a 13 mm diameter
nylon filter (0.22 um pore size). The injection volume was 20 pL. The quantified VFAs were
acetate, propionate, and butyrate (mmol/L) [19].

2.3.2. Nutrient Intake and Digestibility

The forage intake by animals was determined based on individual fecal production,
using chromium oxide (Cr,O3) as an external marker and indigestible neutral detergent
fiber (iNDF) as an internal marker.

For this assay, 10 g of Cr,O3/animal/d was provided to each animal at 9 a.m. for
10 d, the first 7 d for adaptation and the last 3 d for feces collection [20]. In the cannulated
animals, Cr,O3 was directly administered into the rumen in a paper package and this
marker started on the eleventh day of each experimental period, with the feces collection
occurring in the last 3 d. For CHy-test animals, Cr,O3 was administered to each animal via
the esophagus with a specific applicator in order to estimate the CH4 production per unit
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of dry matter intake. The feces were collected at 7 a.m. and 1 p.m. on the first day, at 9 a.m.
and 3 p.m. on the second day, and at 11 a.m. and 5 p.m. on the third day.

The fecal samples were identified, weighed, dried in an oven at 55 °C for 72 h, and
then ground in a Wiley mill (Wiley Mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) with a
1 mm sieve. All of the collections formed composite samples for each animal per period.
Fecal recovery of CrpO3 was determined using atomic absorption spectrophotometry [21].
From these data, Equation (1) was used to calculate fecal excretion [22].

Cry03 provided (g/d)
Cr,O3 concentration (g/kg DM)

FE (g/d) = ¢))
The iNDF of forage, concentrates, and feces was determined by an in situ incubation
procedure for 288 h [23]. After this period, the bags were adequately washed and dried at
55 °C for 72 h in an oven. The neutral detergent extraction in an Ankom fiber analyzer was
performed in sequence, and the drying process was repeated for iNDF quantification [23].
From these values, the nutrient intake and digestibility were calculated (Equations (2) and (3),
respectively).

FE x CIF
TN (ke/d) = Er5 > N @)
TNI — FE
DN (%) = —q1 ®3)

where TNI is total nutrient intake, FE is fecal excretion (kg/d), CIF is the concentration of
the iNDF indicator in the feces (kg/kg), CFFO is the concentration of the iNDF indicator in
the forage (kg/kg), and CN is the concentration of nutrients in the forage.

The supplement intake was evaluated by the difference between the quantity supplied
and the feed leftover, with the daily supplementation of 0.3% BW established according to
the animal weight and number of animals in the paddock.

2.4. Experiment 2: Animal Performance

The animals were distributed in a completely randomized design. The total experi-
mental period was 105 d, and the animals were adapted to diets during the first 21 d, and
the remaining 84 d were divided into three experimental periods of 28 d each.

In the MS condition, the animals received a mineral supplement ad libitum, and in the
other conditions, the animals were supplemented at 0.3% BW every morning (11 a.m.). The
supplements were allocated to an uncovered feeder, with a linear space of 0.3 m per animal.

2.4.1. Mass and Chemical Composition of Herbage

Considering the strong relationship between the herbage mass (HM) and pasture
height (i.e., bulk density), we randomly measured 80 points/ha of height with a graduated
ruler in each paddock. In order to determine the HM, every 28 d, four representative
samples of the mean height of the paddock were collected by cutting all of the forage
present in a 0.25 m? circular frame, 5 cm from the soil [24].

Each sample was divided into two sub-samples, one for determination of total dry
matter and the other for morphological composition by fraction of leaf, stem + sheath, and
dead material. After drying in an oven at 55 °C for 72 h, the TDM and morphological
components were obtained to estimate the HM and leaf-stem ratio [25]. To calculate the
FA, the average HM was divided by the average BW of each paddock and period [26].

To evaluate the chemical composition of forage, 20 hand-plucked samples were ran-
domly taken at the average forage height from each paddock during the last week of each
period [27]. After weighing, the samples were dried at 55 °C for 72 h in a forced-air oven,
and then ground in a Wiley mill with a 1 mm sieve.

The chemical components of forage were analyzed according to the AOAC method-
ologies [28], as follows: Dry matter (DM, method 934.01); organic matter (OM, method
942.05); crude protein (CP) using LECO® FP 528 (Leco Corporation, MI, USA); ether extract
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(EE); and gross energy through the complete combustion of the samples using an automatic
bomb calorimeter. The protein fractions were determined by Licitra et al. [29] and the
carbohydrate fractions by Sniffen et al. [30].

The neutral detergent fiber (NDF) of supplements was measured by adding alpha-
amylase without the addition of sodium sulfite, whereas the NDF of forage was measured
without any ecompounds. The neutral detergent fiber free of ash and protein (apNDEF)
and acid detergent fiber (ADF) analyses were performed using polyester filter bags and
ANKOM® equipment (Ankom Technologies, Macedon, NY, USA) [31].

2.4.2. Animal Performance

To determine the average daily gain (ADG) of animals, weighing was performed at the
beginning (initial body weight, IBW), before the adaptation period, and the end (final body
weight, FBW) of the total experimental period, after a 14 h feed and water fast. In addition,
every 28 d after the adaptation period, we conducted an intermediate weighing, with no
fasting, in order to adjust the stocking rate, grazing height, and supplement quantity.

The gain per area was calculated according to the test ADG and the number of
regulators and test animals of each paddock during the evaluation period [16]. The
measurement of the total body weight of animals in each paddock and period allowed the
estimation of the stocking rate in animal units per hectare (450 kg BW /ha).

2.4.3. Enteric CH4 Emissions

The evaluation of enteric CHy emissions of 24 animals (six animals/treatment) was
conducted during the last 6 d of the last two periods of the experiment. Methane emissions
were measured using the sulfur hexafluoride (SF¢) tracer gas technique, according to the
manual of the Global Research Alliance for Greenhouse Gases on Agriculture [32].

First, the animals were submitted to a 7 d adaptation period for halter and PVC yoke
use. A calibrated SFg permeation tube with a mean of 90.0 ug/h release rate was orally
introduced into the rumen/reticulum of each animal 8 d before the first collection. After
the adaptation period, a collector-storage yoke of PVC (60 mm, class 20 pipe) was placed
on the neck of the animal.

To measure the background CHy4 concentration, a blank collector set (yoke + halter)
was installed in the paddocks. Enteric CHy production was calculated using Equation (4).

QSFg x ([CHyly — [CHylb)
[SFé]

QCH, = )
where QCHy is the CH, emission rate, QSFg is the known rate of SF¢ emission, [CHyly is
the CHy concentration (ppm) of the collecting yoke, [CH4]b is the CHy4 concentration of the
blank yoke, and [SFs] is the concentration of SF4 (ppt) of the blank yoke.

After the adaptation period, gases were collected over 6 consecutive days every 24 h at
7 a.m. The concentrations of CH, and SF¢ were determined using a Shimadzu GC2014 gas
chromatograph (Kyoto, Japan) equipped with flame ionization and micro-electron capture
detectors. CHy4 emissions were then expressed as g CHy/d, kg CHy/kg weight gain, g
CH,/kg DM intake, g CH4/kg OM intake, and CHy conversion rate (Ym).

To estimate the digestible energy from the digestive percentage of the gross energy
(Ym), we used Equation (5) [11,33], considering 0.05565 MJ/g CH, and the energy obtained
in the hand-plucked samples (EH).

(CHy x 0.05565)
EH

Ym (%) = 100 ©)
2.5. Statistical Analysis

First, data were analyzed for homoscedasticity and normality of the residues using
the PROC MIXED procedure of the SAS software [34]. To evaluate the ruminal parame-
ters, intake, and digestibility of nutrients of the cannulated animals (Experiment 1), the
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experimental design was a double Latin square, with repeated time measurements (time of
sample collection, h), using the AR-1 covariance matrix by the Akaike criterion. Ruminal
parameters, supplement, Latin square, animal within square, and time of sample collection
(h) were considered fixed effects, and animal, period, and residual error were considered
random effects. For intake and digestibility, the time of sample collection (h) was not
considered a fixed effect. In the presence of significant treatment effects, averages were
compared using orthogonal contrasts, and Tukey’s test was used to compare the means of
sample collection times (0, 2, 4, 6, and 8 h after supplementation) for ruminal parameters.
The level of significance used to assess the differences between the means was o = 0.05.

In Experiment 2, we used a completely randomized design, considering the paddocks
as experimental units (three paddocks/treatment) for variables related to animal perfor-
mance, and the animals for variables related to enteric CHy. Initial BW was used as a
covariate for the statistical analysis of ADG and paddocks as random effects on animal
performance. The animals were considered random effects for the variables related to
enteric CHy. In the presence of a significant treatment effect, the averages were compared
using orthogonal contrasts.

To compare the means of the variables between treatments in the two experiments,
orthogonal contrasts were used to compare the means of the variables, as follows: MS
vs. (CMS, 50DDG, and 100DDG) is the comparison of MS treatment versus treatments
with supplements (CMS, 50DDG, and 100DDG); CMS vs. (50DDG and 100DDG) is the
comparison of CMS versus treatments with inclusion of DDG (50DDG and 100DDG); and
50DDG vs. 100DDG is the comparison of 50DDG treatment versus 100DDG treatment.
Differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1
3.1.1. Nutrient Intake and Digestibility

The level of cottonseed meal replacement by DDG affected the total dry matter intake
(p = 0.033), organic matter intake (p = 0.050), forage intake (p = 0.035), and digestible organic
matter intake (p = 0.031), which were higher in 50DDG than 100DDG. The intake of TDN
was higher in 100DDG than 50DDG (p = 0.027). The apparent digestibility of OM was not
altered by the treatments (p > 0.05) (Table 4).

3.1.2. Ruminal Parameters

The pH, acetate, propionate, and acetate:propionate were influenced by the treatments
(Table 5). Both the pH and acetate were higher in MS than the other treatments (p < 0.001).
MS promoted the lowest average of propionate (17.81 mmol/L) compared to the other
treatments (p = 0.013), and CMS promoted the highest average (18.51 mmol/L) compared
to the treatments with DDG (p = 0.027).
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Table 4. Nutrient intake and digestibility in cannulated young bulls fed with four supplementation strategies, grazing

Marandu grass during the wet season.

Treatment Contrast p-Value
Variable SEM MS vs. (CMS, CMS vs. 50DDG vs.
MS CMS 50DDG 100DDG 50DDG, (50DDG, 100DDG
100DDG) 100DDG)
TDMI (kg/day) 9.5 9.0 10.1 8.4 0.64 0.620 0.694 0.033
Forage intake (kg/day) 8.3 7.8 8.9 7.2 0.60 0.564 0.735 0.035
Forage intake (%BW) 25 2.3 2.7 2.1 0.10 0.103 0.405 0.498
OMI (kg/day) 7.3 7.0 7.9 6.5 0.53 0.795 0.670 0.050
DOMI (kg/day) 5.9 6.3 6.7 5.5 0.65 0.503 0.575 0.031
CPI (kg/day) 1.5 1.7 1.7 1.9 0.20 0.240 0.593 0.417
TDNI (kg/day) 6.5 6.1 6.9 5.8 0.92 0.092 0.075 0.027
OMD (g/kg) 624 704 666 668 53.2 0.108 0.301 0.960
g CP/kg DOM 2542 269.8 2537 3455 3232 0.477 0.583 0.386

MS: Mineral supplement; CMS: Conventional multiple supplement (energy/protein) with cot-tonseed meal and citrus pulp; 50DDG:
Supplement with 50% of CMS protein source replaced by DDG; 100DDG: Supplement with 100% of CMS protein source replaced by DDG;
TDMI: Total dry matter intake; BW: body weight; OMI: Organic matter intake; DOMI: Digestible organic matter intake; CPI: Crude protein
intake; TDNI: Total digestible nutrient intake; OMD: Organic matter digestibility; DOM: Digestible organic matter; SEM: Standard error of

the mean.

Table 5. Ruminal parameters of cannulated young bulls fed with mineral supplementation (MS); conventional multiple

supplement (energy/protein) with cottonseed meal and citrus pulp (CMS); supplement with 50% of CMS protein source
replaced by DDG (50DDG); and supplement with 100% of CMS protein source replaced by DDG (100DDG), grazing
Marandu grass during the wet season.

Treatment Contrast p-Value
Variable MS vs. (CMS, CMS vs. 50DDG vs.
MS CMS 50DDG 100DDG SEM 50DDG, (50DDG, 100DDG
100DDG) 100DDG)

pH 6.51 6.46 6.40 6.43 0.051 <0.001 0.073 0.225

Acetate (mmol /L) 71.50  70.66 70.81 71.48 0.503 0.049 0.177 0.155
Propionate (mmol/L) 17.81 1851 18.42 17.79 0.382 0.013 0.027 0.003
Butyrate (mmol/L)  10.69 10.64 10.59 10.87  0.353 0.952 0.705 0.313
Acetate:propionate 404 385 3.87 4.02 0.104 0.006 0.044 0.007

SEM: Standard error of the mean.

Comparing 50DDG and 100DDG, the concentration of propionate was higher in
50DDG (18.42 mmol/L; p = 0.003). The acetate:propionate ratio was higher in the MS
treatment (4.04) than in the other treatments (p = 0.006). In addition, supplementation
with DDG produced a higher acetate:propionate ratio than CMS (p = 0.044), and 100DDG
produced the highest ratio (4.02), compared to 50DDG (3.87) (p = 0.007) (Table 5).

The interaction between the supplement and time of collection (p < 0.05) was observed
for N-NHj (Figure 1). The average values of N-NHj increased between 0 and 2 h after
supplementation with supplements provided at 0.3% BW. After 2 h of supplementation,
N-NHj3; decreased, reaching values similar to the initial values after 8 h of supplementation.
Supplementation with CMS promoted higher values of N-NH3 compared to the treatments
with DDG. Additionally, the MS-animals” maximum concentration of N-NH3 was seen 8 h
after supplementation (20.28 mg/dL), whilst other supplements promoted the maximum
concentration of N-NHj 2 h after supplementation.
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0 2 4 6 8

Hours after supplementation

— e MS 4 CMS —»-50DDG --m--100DDG

Figure 1. Ammoniacal nitrogen of cannulated young bulls fed with mineral supplementation (MS);
conventional multiple supplement (energy/protein) with cottonseed meal and citrus pulp (CMS);
supplement with 50% of CMS protein source replaced by DDG (50DDG); and supplement with 100%
of CMS protein source replaced by DDG (100DDG), grazing Marandu grass during the wet season.

The pH, VFA, and acetate:propionate values differed between collection times (Table 6).
The pH decreased after 4 h, with the lowest value observed at 8 h. The concentration of
acetate was highest at 0 and 2 h, and lowest at 8 h, whilst the lowest concentration of
propionate (17.11 mmol/L) was observed at time 0. The concentration of butyrate was
similar between times 0, 2, 4, and 6 h, ranging from 10.20 to 10.77 mmol/L, and the highest
concentration was observed at 8 h (11.47 mmol L/). At time 0, the acetate:propionate ratio
was highest (4.27 mmol/L), reaching an intermediate value at 2 h (3.97 mmol/L) and lower
values were observed after 4 h.

Table 6. Ruminal parameters of cannulated young bulls grazing Marandu grass during the wet season over an 8 h period
after supplementation.

Hours after H Acetate Propionate Butyrate Acetate:Propionate
Supplementation (h) P (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) rop
0 6.61a 72.59 a 1711b 10.30 b 427 a
2 6.60 a 71.64 a 18.16 ab 10.20 b 3.97 ab
4 6.40 b 70.64 ab 18.61 a 10.74b 3.81b
6 6.41Db 70.89 ab 18.34 a 10.77 b 3.88b
8 6.22c 69.62b 18.44 a 1147 a 3.78b
SEM 0.06 0.26 0.47 0.12 0.12

SEM: Standard error of the mean. Means in the same column followed by the same letter are not significantly different (p > 0.05) according
to Tukey’s test.

3.2. Experiment 2
Animal Performance and Enteric CH4 Emissions

The FBW and ADG differed among the treatments (p < 0.05) (Table 7), being greater
for animals that received CMS, 50DDG, and 100DDG, compared to those that received MS
(p = 0.011). The mean FBW was 439.7 kg, and ADG was 1.07 kg/d for the supplemented
animals, representing an increase of 7.24% in FBW and 18.89% in ADG compared to the
mineral supplementation. There were no differences in the stocking rate and gain per
hectare (p > 0.05; Table 7).
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Table 7. Performance, stocking rate, and gain per area of Nellore young bulls fed with mineral supplementation (MS);
conventional multiple supplement (energy/protein) with cottonseed meal and citrus pulp (CMS); supplement with 50%
of CMS protein source replaced by DDG (50DDG); and supplement with 100% of CMS protein source replaced by DDG
(100DDG), grazing Marandu grass during the wet season.

Treatment Contrast p-Value
Variable SEM MS vs. (CMS, CMS vs. 50DDG vs.
MS CMS 50DDG 100DDG 50DDG, (50DDG, 100DDG
100DDG) 100DDG)

IBW (kg) 334 351 344 352 511 0.137 0.590 0.280
FBW (kg) 410 439 431 449 7.90 0.011 0.930 0.140
ADG (kg/d) 090 1.04 1.04 1.15 0.06 0.042 0.480 0.240
Stocking rate (AU/ha) 6.54 6.07 5.76 6.00 0.36 0.190 0.700 0.700
GPH (kg BW/ha) 584 622 599 682 36.7 0.260 0.690 0.150

IBW: Initial body weight; FBW: Final body weight; ADG: Average daily gain; GPH: Gain per hectare; SEM: Standard error of the mean.

The CH4 emission variables did not differ among the treatments (p > 0.05) (Table 8).
The average enteric CH, emissions were 136.6 g/d; 134.23 kg /kg weight gain; 16.00 g/kg
DM]I, and 26.25 g/kg OMI.

Table 8. Enteric CHy emissions of young Nellore bulls fed with mineral supplementation (MS); conventional multiple
supplement (energy/protein) with cottonseed meal and citrus pulp (CMS); supplement with 50% of CMS protein source
replaced by DDG (50DDG); and supplement with 100% of CMS protein source replaced by DDG (100DDG), grazing
Marandu grass during the wet season.

Variable Treatment Contrast p-Value
MS vs. (CMS, CMS vs. 50DDG vs
MS CMS 50DDG 100DDG SEM 50DDG, (50DDG, ~ ° oo
100DDG) 100DDG)
CHy, (g/d) 1102 1244  152.4 1594  19.0 0.126 0.260 0.790
CHy (kg/kgweight 1,55 1538 1456 1382  23.6 0.950 0.530 0.790
ainy . . . . . . . .
CHy, (g/kg DMI) 149 138 185 16.8 33 0.680 0.352 0.692
CHy (g/kg OMI) 243 229 284 29.4 5.8 0.690 0.430 0.880
Ym (%) 410 417  5.05 639  0.691 0.126 0.260 0.790

CHj: Methane; DMI: Dry matter intake; OMI: Organic matter intake; Ym: CHy4 conversion rate; SEM: Standard error of the mean.

Supplementation with a concentrate or mineral mixture did not affect enteric CHy
emissions of grazing animals or the CH, conversion rate (p > 0.05) (Table 8).

4. Discussion
4.1. Nutrient Intake and Digestibility

Both the nutritional and non-nutritional factors affect forage intake in grazing animals.
Nutritional factors include the chemical composition and digestibility of the forage, whilst
non-nutritional factors include forage allowance, animal selection, grazing time, sward
structure, bit size, and rate [35,36]. Although supplements were provided at the same
level (0.3% BW) and pastures were equally managed using the same strategies and level
of fertilization, the animals that received 50DDG had a higher forage intake (kg/d) than
100DDG, but when converted to %BW, the forage intake was similar between both treat-
ments. Meanwhile, the treatment with 50DDG also promoted greater TDMI than 100DDG,
as verified by Hoffmann et al. [6].

One possible reason for the higher DM and forage intake in 50DDG compared to
100DDG is the supplement apNDF content, which was 312 and 372 g/kg, respectively. The
intake is likely controlled by physical factors, such as the rumen fill capacity of the animal
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for fibrous feed, causing physical satiation [36,37]. Therefore, we propose that the animals
that received a supplement with higher fiber content (100DDG) had quicker physiological
satiety responses, thus reducing their intake.

The nutrient intake is listed as the primary factor in feed conversion into the animal
product. In this sense, the intake of the digestible fraction of a nutrient is affected more by
its quantity than by the digestibility itself [38]. Nonetheless, the feed intake directly affects
the passage rate through the digestive tract, influencing the digestibility of the ingested diet.
However, even with greater OM, DOM, TDN, and TDMI intake, there were no differences
in nutrient digestibility or ADG between the DDG treatments.

Poppi and McLennan [39] proposed that the maximum efficiency of microbial protein
synthesis and transfer of ingested protein to the intestine is achieved when the relationship
is lower than 160 g CP/kg DOM. While values above 210 g CP/kg DOM result in reduced
utilization of forage protein in the process of ruminal digestion and microbial protein
synthesis, generating appreciable losses of N, as occurs in pastures fertilized with high
doses of N.

In this study, the relationship of g CP/kg DOM was similar among the treatments,
all of which were higher than 210 g CP/kg DOM, especially in 100DDG, suggesting a
possible low efficiency of protein utilization. In addition, Hoffmann et al. [8] found an
average of 218.1 g CP/kg DOM in supplement treatments, also higher than the suggested
value. However, the high proportion of DDG in the diet provided a high amount of energy,
decreasing the forage intake and, consequently, the DOM intake arising from the forage,
which resulted in greater relationship values.

4.2. Ruminal Parameters

The similarity of ruminal pH values of the supplemented animals in this study, which
were lower than those of animals that received only the mineral mixture, indicates that the
decrease in pH is influenced more by the level of supplementation than by the ingredients
used in the formulation of supplements [40]. In addition, a reduction in ruminal pH values
is expected with an increase in collection time after supplementation, due to the rapid
fermentation of carbohydrates in the rumen and decreased salivation due to the shorter
rumination time, resulting in a drop in pH [41]. This decrease in pH may also be associated
with the peak concentration of ammonia in the rumen after feeding, as the reduced pH
reduces the absorption of ammonia by the rumen and decreases microbial growth [42]. It
is worth mentioning that the average ruminal pH values in this study were not reduced to
below 6.2, both due to the treatment types and the collection times after supplementation,
which may have favored the growth of cellulolytic bacteria [40] and thus contributed to
fiber digestion.

Rumen N-NHj3 values indicate that none of the treatments imposed limitations on the
protein intake, since the minimum concentration of 10 mg/dL recommended by Leng [43]
for adequate ruminal fiber fermentation was exceeded in all of the treatments. Microbial
synthesis is maximized when the fermentation of dietary energy sources and protein
degradation are synchronized [44—-46]. Detmann et al. [47] reported that the ruminal N
balance is positive when the concentration of N-NHj3 is 9.7 mg dL, and it is maximized
when the concentration exceeds 15.9 mg/dL, a value close to 15.33 mg/dL reported by
Lazzarini et al. [48] necessary to maximize the DM intake of animals grazing tropical
pastures. Concentrations of N-NHj in the supplemented animals in this study were less
than 15 mg/dL only at time 0, which indicates an ideal supply of N in the rumen for
microbial development and protein synthesis.

The reduction in acetate over time after supplementation likely occurred as it is a
substrate for the production of butyrate via the inverse (3-oxidase pathway [49], which
also explains the decrease in the acetate:propionate ratio. Nogueira et al. [50] observed
a similar response in ruminal parameters of cows fed with cottonseed in the successive
hours after supplementation (0 to 12 h), where acetate decreased between 3 and 6 h after
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supplementation, and propionate had a slight increase between 0 and 3 h, and after 3 h
remained constant until 12 h after supplementation.

The higher DM intake observed in the animals that received 50DDG (Table 4), associ-
ated with the chemical composition of forage, may have caused the higher concentrations
of propionate (18.42 mmol/L) seen, compared to 100DDG. The higher acetate:propionate
ratio observed in the 100DDG treatment may be a consequence of the greater content of
potentially degradable NDF (pdNDF) present in DDG [51].

The type of substrate fermented in the rumen has a direct influence on pH, microbial
population, and fermentation products. Diets with a higher proportion of concentrate
generate lower rumen pH, a favorable environment for amylolytic microorganisms, and an
increase in the proportion of propionate [52]. Conversely, diets with a greater proportion
of roughage resulted in higher ruminal pH and proportion of acetate. The supply of
concentrated supplements for grazing animals can change the proportion of roughage
and the concentrate of the total ingested diet, with supplemented animals receiving a
higher proportion of concentrate when compared to the non-supplemented animals. This
explains the greater proportion of propionate and lower proportion of acetate in the
supplemented animals.

4.3. Animal Performance

Supplementation of grazing beef cattle can result in greater intake of dry matter and
nutrients. Consequently, increases in daily weight gain are observed when there is a bal-
ance between the protein and energy requirements [11,12]. In this study, supplementation
with concentrate provided approximately 20% more ADG than the mineral supplemen-
tation. Nonetheless, there were no differences in ADG, stocking rate or GPH among the
treatments. Pasture management should control the quality and quantity of the available
forage. Therefore, the higher ADG seen in the supplemented animals is a response to the
protein/energy supply [11,53].

In our study, the stocking rate was adjusted in all of the paddocks to maintain 25 cm
of height and therefore, the forage mass was the same. The N fertilization and pasture
management were also the same. However, the nutrient intake changed due to the nutrients
provided by the supplement.

Another possible reason for the greater animal performance in animals supplemented
with DDG is its protein profile, which contains high RUP content, which is responsible
for the increase in essential amino acids and their metabolizable pool [54]. However, the
replacement of cottonseed meal with DDG did not affect the productive responses, proving
that it is possible to use this co-product as a cheaper protein source without influencing
animal performance.

4.4. Enteric CH4 Emissions

Enteric CHy4 emissions can be altered by a higher proportion of non-fibrous carbohy-
drates in the diet, since methanogenic microorganisms in the rumen produce CHy from
H; and CO, [55]. Therefore, supplementation tends to reduce the supply of H; to the
methanogenic population in the rumen and consequently decreases CH, emissions [56].
However, in this study, there was no effect of supplementation on the emission of enteric
CH4 compared to the animals that received the mineral mixture.

The similarity in nutritional conditions may have been responsible for the lack of
differences in CHy4 emissions. In addition, the results of this study corroborate those of
Barbero et al. [11], in which pasture and supplementation management techniques were
adopted in similar ways, thereby mitigating gas emissions.

As reported by Haque [57], there are two main causes for the variation in CHy produc-
tion: The amount of fermented carbohydrates in the rumen and the relative proportions
of propionate and acetate produced. This highlights the importance of pasture manage-
ment, with the aim to provide a forage supply with better nutritive value [58]. The use of
concentrated supplements to provide a properly balanced diet has become an interesting
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strategy to increase the performance and weight gain by area, and reduce the enteric CHy
emissions of grazing beef cattle, which is favorable from both a productive and environ-
mental point of view [59]. Although different ingredients were used in the formulation of
the supplements, it is possible that the high proportion of forage due to the characteristics
of the pasture contributed to the absence of differences in the emission of enteric CHj.

The CH4 conversion rate (Ym) was similar among the treatments and numerically
followed the CH, emissions (g/d) order, as it was calculated based on this value and the
energy gross of hand-plucked and supplement samples. However, the average Yms were
lower than that reported by Hoffmann et al. [8], who evaluated the same supplements
and level of DDG replacement, but in lighter animals (255 £ 21 kg BW) and greater CHy
emissions per kg of dry matter intake. In addition, the results of MS, CMS, and 50DDG
were below the range proposed by USEPA [60], between 5.5 and 6.5% in North America
and Eastern Europe, and all of the treatments were below the IPCC [61] range, between 6.5
and 7.5% for grazing cattle under tropical conditions. This shows that Nellore bulls grazing
high-quality Marandu grass pastures supplemented with a mineral mixture, cottonseed
meal or DDG at 0.3% BW represent a lower loss of digestible energy ingested in the
CHy4 form.

5. Conclusions

Dried distillers’ grains are an alternative to the cottonseed meal, due to their capacity
to provide the same animal performance and enteric CH, emissions of grazing Nellore
cattle during the rearing phase in the wet season, for a cheaper price. Both of the ingredients
can be used to intensify beef cattle production in tropical pastures. Nonetheless, during
this phase, supplementation with concentrates at 0.3% BW improved the productive
performance of animals under grazing. However, further studies should be conducted
considering the market availability and economic analysis of this co-product.
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Abstract

Our objective was to evaluate the effects of feeding 3-nitrooxypropanol (3-NOP; Bovaer, DSM Nutritional Products) at two levels on methane
emissions, nitrogen balance, and performance by feedlot cattle. In experiment 1, a total of 138 Nellore bulls (initial body weight, 360 + 37.3
kg) were housed in pens (27 pens with either 4 or 5 bulls per pen) and fed a high-concentrate diet for 96 d, containing 1) no addition of 3-NOP
(control), 2) inclusion of 3-NOP at 100 mg/kg dry matter (DM), and 3) inclusion of 3-NOP at 150 mg/kg DM. No adverse effects of 3-NOP were
observed on DM intake (DMI), animal performance, and gain:feed (P > 0.05). In addition, there was no effect (P > 0.05) of 3-NOP on carcass
characteristics (subcutaneous fat thickness and rib eye area). In experiment 2, 24 bulls (initial BW, 366 + 39.6 kg) housed in 12 pens (2 bulls/pen)
from experiment 1 were used for CH, measurements and nitrogen balance. Irrespective of the level, 3-NOP consistently decreased (P < 0.001)
animals’ CH, emissions (g/d; ~49.3%), CH, yield (CH,/DMI; ~40.7%) and CH, intensity (CH,/average daily gain; ~38.6%). Moreover, 3-NOP
significantly reduced the gross energy intake lost as CH, by 42.6% (P < 0.001). The N retention: N intake ratio was not affected by 3-NOP (P =
0.19). We conclude that feeding 3-NOP is an effective strategy to reduce methane emissions, with no impairment on feedlot cattle performance.

Lay Summary

During fiber digestion in the rumen, enteric methane is produced. Methane is a potent greenhouse gas. Recently several studies have focused
on developing synthetic compounds and their utilization as specific inhibitors of methanogenesis. 3-Nitrooxypropanol is a structural compound
that can help to mitigate CH, emissions. The objective of this study was to evaluate the effects of feeding 3-nitrooxypropanol (3-NOP; Bovaer,
DSM Nutritional Products) at two levels on methane emissions, nitrogen balance, and performance by feedlot cattle. No effect of 3-NOP on
animal performance and N balance was found. However, regarding CH, production 3-NOP consistently decreased (P < 0.001) animals’ CH, emis-
sions (g/d; ~49.3%), methane yield (CH, /dry matter intake; ~40.7%), and CH, intensity (CH,/average daily gain; ~38.6%). This study provides
information on the potential role of 3-NOP on reducing CH, emissions from feedlot cattle without reducing animal performance.

Key words: 3-nitrooxypropanol, beef cattle, greenhouse gases, sustainability

Abbreviations: 3-NOP, 3-nitrooxypropanol; ADG, average daily gain; BW, body weight; CE, creatinine excreted; DF, degrees of freedom; DM, dry matter; DMI, dry
matter intake; DP, dressing percentage; GE, gross energy; HCW, hot carcass weight; iNDF, indigestible neutral detergent fiber; LMA, longissimus muscle area;
RFT, rib fat thickness; SF,, sulfur hexafluoride; TMR, total mixed ration; TN, total nitrogen; WBSF, Warner-Bratzler shear force

Introduction energy (GE) depending on the diet fed (Johnson and Johnson,
1995; Duin et al., 2016). Even though the intensification of
beef cattle production by feeding high-grain diets in a feedlot
system contributes to reduce CH, emission (McGinn et al.,
2008; Charmley et al., 2011), there is still significant emis-
sion of enteric CH, in this production system (McGinn et al.,

Despite of supplying high-quality protein to feed the world,
the livestock sector has arising concerns regarding greenhouse
gas emissions in Brazil and worldwide (Opio et al., 2013;
Cardoso et al., 2016) mainly through enteric methane (CH,)
yield, which has a global warming potential 28 to 34 times k
higher than for carbon dioxide (CO,; Myhre et al., 2013). 2008; Bai et al., 2015). .

Moreover, although methanogenesis is a crucial pathway for Thereby,. several studies have focpsed.().n the developm;nt
maintenance of microbial activity inside the rumen through ,Of §ypthet1c compounds ar}d the.lr utilization as specific
holding low partial pressure of H, in this environment (McAl- %nhlbltOI‘S of methanogenesis (Soliva et al., 2011). 3-NOP
lister and Newbold, 2008), CH, formation can account for is currently the .or%ly te?h“‘)log,y that has bee,n proven to
2% to 12% of energy loss in relation to the consumed gross reduce CH, emissions in ruminants ((van Lingen et al,
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2021)). 3-NOP is a structural analog of methyl coenzyme
M, a cofactor involved in the last step of reduction of CO,
to CH, by hydrogenotrophic methanogenic archaea (Att-
wood and McSweeney, 2008). Thus, 3-NOP is believed
to act transferring a methyl group to methyl-coenzyme M
reductase, so that CH, production is inhibited (van Nevel
and Demeyer, 1995; Shima and Thauer, 2005). Previous
studies consistently reported reductions in CH, emission by
33% to 84% in European cattle-fed diets containing differ-
ent doses of 3-NOP (Romero-Perez et al., 2014; Vyas et al.,
2016a,2018), which confirms the potential of the 3-NOP as
methanogenesis inhibitor. Moreover, the dry matter intake
(DMI) and growth performance of beef cattle fed 3-NOP
were not negatively affected (Romero-Perez et al., 2015;
Vyas et al., 2016a; Jayanegara et al., 2018), suggesting that
this synthetic compound can be added to the diet of those
animals without concerns regarding depression in produc-
tivity. The reductions in CH, emission caused by 3-NOP
appear to result in improved performance and energy effi-
ciency (Vyas et al., 2016b), which could affect carcass yield
and meat traits. However, meat traits of finishing feedlot
beef cattle fed typical Canadian diets were found to be
unaffected by 3-NOP dietary supplementation (Vyas et al.,
2016b, 2018).

Despite the lowered CH, emission in Bos taurus cattle
following 3-NOP supplementation, there is limited knowl-
edge about its effect on Bos indicus Zebu cattle. Bos taurus
and B. indicus cattle exhibit differences in feed digestion
depending on the diet fed (Howes et al., 1963; Hegarty,
2004). As feedlot diets differed markedly in Brazil compared
to North America (Vasconcelos and Galyean, 2007; Mil-
len et al., 2009), the dietary supplementation with 3-NOP
should be investigated as a potential strategy to reduce CH,
emission in Zebu cattle. Furthermore, 3-NOP was found to
decrease N excretion in dairy cows (Melgar et al., 2020),
but this information is lacking for beef cattle. It is worth
also noting that different doses of 3-NOP (53 to 345 mg/kg)
were tested in European beef cattle to consistently reduce
CH, emission with no impairments of performance (Dijks-
tra et al., 2018). Nevertheless, the optimum dose of 3-NOP
to decrease CH, emission without compromising animal
performance of Zebu cattle under tropical conditions was
not assessed to date. A previous study reported a consistent
reduction on CH, yield of crossbred steers fed corn-based
finishing diets with 3-NOP doses varying from 100 to 150
mg/kg diet DM, but performance and carcass characteristics
of feedlot cattle were not evaluated (Alemus et al., 2021).
In this regard, we hypothesized that supplementing 3-NOP
to Nellore bulls would decrease CH, emission and nitro-
gen excretion without depressing DMI, average daily gain
(ADG), and meat traits. Therefore, our study was designed
to quantify the effect of two 3-NOP-doses on feed intake,
growth performance, and meat traits of Nellore bulls fin-
ished in feedlot.

Material and Methods

All procedures adopted in this study are according to Eth-
ical Principles in Animal Experimentation from National
Council for Animal Experiment Control (CONCEA) and
were approved by Ethics Committee on the Use of Animals
(CEUA) from S3o Paulo State University (UNESP), at a regu-
lar meeting (Protocol No. 12703/15).
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Experiment 1. Animal performance, carcass, and
meat measurements

Animal management and feeding

The experiment was carried out in a feedlot facility at the Ani-
mal Science Department of UNESP (Jaboticabal, Sio Paulo,
Brazil). A total of 138 Nellore bulls (initial body weight (BW)
= 360 = 37.3 kg, 14 to 15 mo of age) were blocked by ini-
tial BW and randomly distributed in 27 pens, of which 12
pens were roofed (7 = 4 bulls/pen) and 15 pens were with-
out roof (7 = 6 bulls/pen). Treatments were equally replicated
within each type of pen. Bulls were randomly assigned (# =
9 pens/treatment) to one of three total mixed rations (TMR)
containing 1) no addition of 3-NOP; control, 2) dietary sup-
plementation with 3-NOP at 100 mg/kg DM, and 3) dietary
supplementation with 3-NOP at 150 mg/kg DM. 3-NOP
(Bovaer, DSM Nutritional Products, Kaiseraugst, Switzer-
land) was provided already incorporated in the mineral-vita-
min premix supplement. The mineral-premix supplement was
mixed with ground corn in a horizontal mill and thereafter in
TMR using an S-2.3 TMR Mixer (Siltomac, Sdo Carlos, SP,
Brazil) to ensure the dietetic levels described above. An initial
period of 20 d was used to adapt (adaptation period) the bulls
to the finishing diets, and during this period bulls were fed
three dietary transitions until reaching the final diet (Table
1). Sugarcane bagasse and corn silage were used to formulate
TMR and sampled twice a week for DM determination and
chemical analysis. Every 15 d, samples for chemical analyses
were collected during the beginning, middle, and end of the
S-2.3 TMR Mixer unloading, composited, and stored at -20
°C. The DM content of ingredients was measured weekly and
used to adjust its proportion in the TMR.

Table 1. Ingredients proportion and chemical composition of the
experimental diets

Item Adaptation diets Finishing diet

1 2 3

Ingredients proportion, % DM!

Sugarcane bagasse 9.50 9.50 9.50 11.0
Corn silage 25.0 15.0 7.00 -
Grounded corn (2.5 mm) 28.0 36.0 41.0 48.0
Citrus pulp (pelleted) 17.0 18.5 21.5  20.0
Cottonseed high linter 10.5 11.0 12.0 12.0
Soybean meal 6.00 6.00 5.00 5.00

Mineral-vitamin premix? 4.00 4.00 4.00 4.00

Chemical composition, % DM

DM, % as fed basis 70.9 74.3 81.2 84.6
CP 14.5 14.6 14.6 14.7
NDF 34.0 31.7 291 271
EE 3.67 3.75 4.28 4.45
TDN 70.7 72.0 74.1 75.2

'DM, dry matter; EE, ether extract; NDEF, neutral detergent fiber; CP, crude
protein; TDN, total digestible nutrients.

2Mineral-vitamin supplement composition: 700 g CP/kg (non-protein N);
125 g Calkg; 12 g P/kg; 27 g Slkg; 15 g Mgl/kg; 25 g K/kg; 42 g Na/kg;

6 mg Co/kg; 400 mg Cu/kg; 5 mg Cr/kg; 20 mg I/kg; 800 mg Mn/kg; 5
mg Se/kg; 1,500 mg Zn/kg; 125 KIU Vitamin A/kg; 12.5 KIU Vitamin D/
kg; 1,300 IU Vitamin E/kg; 67 mg Biotin/kg; 650 mg Monensin/kg; 2 x
10° CFU Saccharomyces cerevisiae/kg. The mineral supplement contained
2,500 and 3,750 mg/kg of 3-NOP for treatment 2 and 3, respectively, to
provide the proposed 3-NOP levels.
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The TMR was prepared daily and delivered to pens using
an S-2.3 TMR Mixer (Siltomac). Bulls were fed ad libitum
(producing 2% to 5% orts) twice a day, being that approx-
imately 60% of the diet was offered at 0600 h and the
remaining 40% at 1400 h; bulls had free access to water.
The amount of feed offered was recorded daily and orts were
weighed every morning. Samples of offered feed and orts were
collected twice a week and stored at —20 °C for later analyses.
The DM of the TMR offered and the orts collected daily were
used to calculate the DMI for each pen. The DMI of each pen
was divided by the number of bulls within a pen to calculate
mean DMI for each bull in each pen.

Performance

The initial and final BW were measured after a 14-h fasted,
and ADG was calculated by subtracting initial BW from final
BW and dividing the difference by the trial duration of 96 d.
Gain:feed was determined by dividing ADG by DMI.

Carcass and meat traits

At the beginning of the experiment, eight bulls (373.8 + 56.3
kg BW) were transported to a commercial slaughterhouse
(Minerva, Barretos, SP, Brazil) and slaughtered. These bulls
were used to obtain the initial carcass weight to determine
carcass daily gain throughout the feeding program.

The dressing percentage (DP) was obtained using the fol-
lowing calculation: DP = (hot carcass weight/final weight
after 14 h fasted) x 100. The carcass gain during the trial
was calculated as the final carcass weight minus initial car-
cass weight and dividing the difference by the trial duration.
Moreover, data about carcass gain was used to calculate the
metabolism efficiency of each treatment such as CH, yield/kg
of carcass produced.

After 96 d of feeding, bulls (502.6 = 45.1 kg final BW)
were transported to a commercial slaughterhouse (Min-
erva) and slaughtered following the procedures described
above. The carcass was split into two parts, and hot carcass
weight (HCW) was recorded with kidney, heart, and pelvic
fats removed. Dressing percentage was calculated by dividing
HCW by 14-h fasted BW and multiplying by 100. All car-
casses were chilled for approximately 24 h at 0 to 3 °C. The
carcass daily gain was calculated as the final carcass weight
minus initial carcass weight and dividing the difference by
the experiment duration. Two bulls from each pen were ran-
domly selected for measurements of 12th rib fat thickness
(RFT) and 12th rib longissimus muscle area (LMA). Thus,
the RFT and LMA were measured on the left side of each car-
cass after the postmortem chill period. The LMA was traced
on transparencies and measured later with a planimeter and
RFT measurements were taken 3/4 the length ventrally over
the longissimus muscle (Greiner et al., 2003).

A boneless Longissimus dorsi section 10 cm thick was
removed from the posterior end of the wholesale rib. Longis-
simus dorsi muscle samples were individually vacuum-pack-
aged and held at -20 °C for 2 d. After that, each frozen
Longissimus sample (2.54 cm thick steak; AMSA, 1995) from
the posterior end was used for Warner-Bratzler shear force
(WBSF) measurement. All steaks were vacuum package and
held at =20 °C for 10 d for later analysis.

The WBSF steaks were thawed at 4 °C for 24 h and oven-
broiled in an electric oven (Layr, Luxo Inox) preheated to 150
°C. Internal steak temperatures were monitored by 20-gauge
copper-constantan thermocouples (Omega Engineering,

Stamford, CT) placed in the approximate geometric center of
each steak and attached to a digital monitor. When internal
steak temperature reached 35 °C, the steak was turned over
and allowed to reach an internal temperature of 70 °C before
removal from the oven. Cooked WBSF steaks were cooled for
24 h at4 °C (AMSA, 1995). Eight round cores (1.27 cm diam-
eter) were removed from each steak parallel to the long axis
of the muscle fibers (AMSA, 1995). Each core was sheared
once through the center, perpendicular to the fiber direction
by a Warner-Bratzler shear machine (G-R Manufacturing
Company, Manhattan, KS, USA).

Cook loss was evaluated on the steaks that were also used
for WBSF measurement. Total cooking loss was calculated as
the difference between the weight of the steaks before and after
oven-broiling. Intramuscular fat, moisture, protein, and ash of
meat were determined using a Near Infrared Spectrophotometer
(FOSS FoodScan with model calibration of artificial neural net-
work and associated database), and samples were homogenized
according to the AOAC (2012; method no. 2007.04). The deter-
mination of meat color was performed as described by (Hou-
ben et al., 2002), using a Minolta colorimeter (Model CR 300,
Minolta Camera Co. Ltd, Osaka, Japan) evaluating the lightness
(L*), redness (a*), and yellowness (b*).

To determine the shelf life, the steaks allotted to retail dis-
play were placed in polystyrene trays with soaker pads and
over-wrapped with oxygen-permeable polyvinylchloride film
(King et al., 2011). Individually packaged steaks were placed
under continuous LED lighting for 14 d. Light intensity at the
meat surface was approximately 2000 Ix. Retail display was
carried out in a refrigerated room (1 °C), and no temperature
fluctuations associated with defrost cycles encountered. Color
readings were determined at three random locations on each
steak on days 0, 1,4, 7, 11, and 14 of retail display. Color was
measured on the light-exposed steak surfaces following the
procedures described earlier.

Experiment 2. Methane emission, and nitrogen
balance

Animal management and feeding

Twenty-four bulls (initial BW = 366 = 39.6 kg) from 12
no-roofed pens (2 bulls/pen; 4 pens/treatment) from experi-
ment 1 were designated to evaluate feed intake, nitrogen bal-
ance, and methane emission. The feeding management was
the same as previously described in experiment 1.

Feed intake

Feed intake was evaluated for 10 consecutive days during the
CH, measurements. To evaluate the individual intake, markers
technique (chromium oxide and indigestible neutral detergent
fiber [INDF]) was used (Ferreira et al., 2009). Chromium oxide
was used to estimate fecal excretion. During 10 d, a capsule of
10 g chromium oxide was dosed by oral gavage with 7 d for
marker stabilization and 3 d for fecal sampling. Fecal sampling
was performed twice daily at alternate hours between morning
and afternoon (i.e., 0700 and 1300 h; 0900 and 1500 h; 1100
and 1700 h) after spontaneous defecation. Fecal samples were
dried (55 °C for 72 h), ground (1 mm), and subsequently com-
posited over the 3-d collection period for each bull and were
stored to the chemical analyses. During the period by which
markers technique was used, the bulls were weighed at 0600
h to determine the BW), without fasting. The BW was used to
determine the DMI on % BW.



To estimate the individual intake, the iINDF was used as
an internal marker. Samples of feces, concentrate, and sugar-
cane bagasse were placed in Ankom filter bags (F57; Ankom
Tech. Corp., Fairport, NY) and incubated into the rumen of a
cannulated steer for 240 h (Casali et al., 2008) to determine
iNDF content.

Enteric methane measurements

The CH, emission was measured two times during the experi-
mental period, being the first on days 27 to 33 and the second
on days 90 to 96 of feedlot with bulls fed a finishing diet
with the respective treatments. For each time of evaluation,
the CH, emission was measured for 6 d using the sulfur hexa-
fluoride (SF,) tracer technique (Johnson and Johnson, 1995;
with adaptation by Berndt et al., 2014). Sampling started at
0700 h daily, when the bulls were taken from the pen and
carried on to the management center (cattle chute) to favor
sampling. After sampling (approximately 20 min), each bull
was taken to the original pen.

The concentrations of CH, and SF, in the collection canis-
ters were measured using a Shimadzu GC2014 gas chromato-
graph (Kyoto, Japan). The CH, was reported as g CH,/d, kg
CH,/DMLI, kg CH /kg ADG, and kg CH /kg of carcass pro-
duced. The equation of Blaxter and Clapperton (1965) and
corrected by Wilkerson et al. (1995), which consider 0.05565
M]J/g CH,, was used to estimate the energy loss from CH,
yield (Ym) in relation to the GE consumed, as follows: Ym
(%) = [(CH, x 0.05565)/GE] x 100.

Nitrogen balance

Nitrogen (N) balance was calculated using the same bulls and
periods used to evaluate CH, emission assay. Nitrogen intake
was calculated considering the intake from the final diet.

The urine of animals was collected as a spot sample during
spontaneous urination in the morning. Daily urinary volume
was estimated using the creatinine content in the sample,
assuming that excretion of creatinine is constant (0.248 mmol
kg/BW; Chizzotti et al., 2008). Creatinine concentration in
the spot sample was quantified through the commercial Anal-
isa kits using the alkaline picrate colorimetric methodology
(Cat. 435/MS80022230066). Approximately 40 mL of urine
was separated for analysis of total N.

Nitrogen retention was calculated as N intake - (N urinary
+ N fecal). Apparent efficiency of N use (assuming no reten-
tion or mobilization of N in the body) was calculated as N
retained: N intake.

Chemical analysis

Samples of supplement, sugarcane bagasse, and feces were
oven-dried at 55 °C for 72 h and processed in a knife mill
(Wiley mill model 4; Arthur H. Thomas Company, Philadel-
phia, PA) before being ground through a 1-mm screen and
analyzed for DM (105 °C for 12 h). The organic matter was
calculated as 100 - ash. The total N (TN) was measured
by rapid combustion using a LECO analyzer (model F528
N, LECO Corp., St. Joseph, MI, USA) according to AOAC
(2012; method no. 990.03), and crude protein was calculated
as TN x 6.25. Ether extract was determined according to the
procedures described by AOAC (2012; method no. 920.39).
Neutral detergent fiber was measured using the ‘Ankom F57’
filter bag in a fiber analyzer(ANKOM Technologies, Mace-
don, NY, USA) following the procedures described by Mer-
tens (2002).
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Statistical analyses

In experiment 1, data of feed intake, gain:feed, growth per-
formance, and meat traits were analyzed as a completely
randomized block design (initial BW was considered the
blocking factor). Pens were considered the experimental unit
for all the performance measurements (7 = 9 per treatment
group). The data were analyzed as linear mixed models using
the MIXED procedure of SAS (v 9.2; SAS Inst. Inc., Cary,
NC). The 3-NOP dose was considered a fixed effect (degrees
of freedom, df = 2), and block (df = 2) and error (df = 22)
were considered random effects. Data of shelf life was ana-
lyzed considering the effect of 3-NOP (df = 2), days of retail
display (df = 5), and their interaction (df = 10) as fixed effects,
while pens were considered as random effects.

In experiment 2, data on enteric CH, emissions and N
balance were analyzed considering the effect of 3-NOP (df
= 2), period of evaluation (df = 1), and their interaction (df
= 2) as fixed effects, while block (df = 2) and error (df = 16)
were considered as random effects. Bulls were considered the
experimental unit.

Differences between treatment means were compared using
Tukey post-hoc comparisons. Outliers were identified and
deleted if absolute values of Studentized residuals exceeded =
3 (number of outliers removed from the data set by variable:
0 [DMI, initial BW, final BW, ADG, all data of carcass and
meat traits, with exception of those about meat shelf life], 1
[all data regarding N balance, CH, yield, and intensity (CH,/
ADG), GE loss], 2 [shelf life redness (a*)], 3 [shelf life yellow-
ness (b*)], and 4 [CH, intensity — CH /daily carcass gain]).
Significant differences were declared at P < 0.05, and trends
were discussed at 0.05 > P < 0.10.

Results

Experiment 1
Feed intake and growth performance

The DMI was unaffected by 3-NOP in the adaptation period
(P = 0.56) and on total period (P = 0.35; Table 2). None of
the 3-NOP doses evaluated caused negative effect on ADG
(~1.52 kg/d; P = 0.12), gain:feed (~0.146; P = 0.52), and car-
cass daily gain (P = 0.42). However, the efficiency of carcass
daily gain (carcass gain/ADG) increased (P = 0.04) by 4.8%
and 3.5% when bulls fed diets containing 100 mg/kg DM and
150 mg/kg DM of 3-NOP, respectively, but the high level of
3-NOP did not differ from the control. Dressing percentage
tended to increase (P = 0.053) by supplementing both 3-NOP
doses (100 and 150 mg/kg DM), while other carcass traits
were unaffected (P > 0.26).

Meat characteristics

Dietary supplementation with 3-NOP at 100 mgkg DM
increased (P = 0.03) by 2.7% the protein in the meat, although
bulls fed 3-NOP at 150 mg/kg DM produced similar protein
content than those fed the control diet (Table 3). In oppo-
site, 3-NOP decreased (P = 0.04) the fat content of the beef
meat by 23.8%, regardless of the level supplemented. Other
meat traits remained unaltered by dietary supplementation
with 3-NOP (P > 0.067). The lightness (L*; P = 0.30) and
yellowness (b*; P = 0.18) were not affected by both doses of
3-NOP, but the time in which meat was kept under refrig-
eration altered both parameters (Table 4). The L* was not
changed by 3-NOP, but the values increased (P < 0.001) from



Araujo et al. 5
Table 2. Effect of 3-nitrooxypropanol levels (3-NOP) on feed intake, gain:feed, growth performance and carcass characteristics feedlot Nellore cattle
(experiment 1)
Item' 3-NOP level, mg/kg DM SEM P-value
0 100 150
Initial BW, kg 361 360 360 23.6 0.950
Final BW, kg 513 496 499 20.9 0.063
DMI, kg/d (adaptation, 0 to 20 d) 11.2 10.7 10.9 0.534 0.563
DMI, kg/d (total period, 0 to 96 d) 10.8 10.3 10.3 0.394 0.350
ADG, kg/d 1.61 1.47 1.48 0.054 0.115
Carcass daily gain, kg 0.931 0.888 0.882 0.040 0.416
Carcass daily gain/ADG, % 57.7° 60.5° 59.7 1.01 0.043
Gain:feed, kg/kg 0.150 0.142 0.145 0.008 0.517
Hot carcass weight, kg 288 281 282 12.0 0.263
Dressing percentage, % 56.0 56.7 56.4 0.210 0.053
Subcutaneous fat thickness, mm 3.70 4.02 3.94 0.308 0.755
Rib eye area, cm? 78.6 78.9 76.9 2.01 0.721
sbMeans in the same row with different letters differed significantly (P < 0.05).
'DMI, dry matter intake; BW, body weight; ADG, average daily gain.
Table 3. Effect of 3-nitrooxypropanol (3-NOP) on meat characteristics of feedlot Nellore cattle (experiment 1)
Item 3-NOP level, mg/kg DM SEM P-value
0 100 150
Cooking loss, % 33.2 35.5 35.7 0.800 0.067
pH 5.64 5.62 5.60 0.016 0.267
WBSE, kgf! 7223 7283 7887 272 0.174
Color
L* 36.5 36.0 35.6 0.395 0.323
a* 15.7 16.2 15.7 0.267 0.239
b* 13.2 13.4 12.6 0.278 0.159
Moisture, % 74.2 74.1 74.3 0.204 0.874
Protein, % 22.0° 22.6° 22.3® 0.140 0.029
Fat, % 1.722 1.32> 1.30° 0.147 0.043
Ash, % 1.97 1.95 1.93 0.116 0.964

sbMeans in the same row with different letters differed significantly (P < 0.05).

"WBSEF, Warner-Bratzler shear force.

35.4 to 41.2 after 14 d and decreased thereafter. Similarly,
the b* increased from 13.2 to 14.2 after 1 d, but it decreased
thereafter reaching the value of 12.1 after 14 d. The redness
(a*) was altered by both 3-NOP supplementation and time,
but not for their interaction. As compared with the control
diet, only the dietary supplementation with 3-NOP at 150
mg/kg DM decreased a* (P < 0.01). Moreover, the meat kept
under refrigeration consistently exhibited lower a* as the
time increased (P < 0.001; 18.9 to 8.54 after 14 d).

Experiment 2
Enteric methane emissions

Regardless of the 3-NOP dose examined, dietary supplemen-
tation with 3-NOP persistently decreased (P < 0.001) CH,
emissions by 49.3% (expressed as g/d, Figure 1) and 38.6%
(expressed as g/lkg ADG) in the initial (on days 27 to 33) and
final (on days 90 to 96) period of CH, evaluation (Table 5).

Likewise, CH, yield (g/DMI) decreased (P < 0.001) on aver-
age by 40.7% following dietary supplementation with 3-NOP
at 100 and 150 mg/kg DM. The CH, emission increased by
23.6% (P = 0.039) in the final period when compared with
the initial period of measurement for animals fed with and
without 3-NOP. Dietary supplementation with 3-NOP also
decreased (P < 0.001) CH, intensity (g/kg carcass daily gain)
by 45.5%. However, CH, emission increased (P = 0.041) by
23.5% from the initial to the final period regardless of the
diet fed to the bulls. Dietary supplementation with both doses
of 3-NOP decreased (P < 0.001) on average by 42.5% the GE
loss as CH, emission in relation to the GE consumed.

Nitrogen balance

Dietary supplementation with 3-NOP at 100 mg/kg DM
reduced N intake on average by 20.4% (P = 0.030) in the
initial and final periods of evaluation (Table 6). Considering



Journal of Animal Science, 2023, Vol. 101

Table 4. Effect of 3-nitrooxypropanol (3-NOP) on the shelf life of Nellore Longissimus dorsi kept under refrigeration for 14 d (experiment 1)

Days 3-NOP3 level, mg/kg DM Mean SEM P-value!
0 100 150 3-NOpP T 3-NOP x T
L* 0.298 <0.001 0.995
0 36.0 35.1 35.2 35.44 0.530
1 38.0 38.4 37.5 37.9¢ 0.530
4 39.6 39.7 39.3 39.5° 0.530
7 40.4 40.1 39.7 40.1%® 0.530
11 41.3 41.4 40.9 41.20 0.530
14 39.6 40.0 39.5 39.7% 0.530
Mean 39.1 39.1 38.7
SEM 0.475 0.475 0.475
a* 0.006 <0.001 0.292
0 19.3 18.7 18.6 18.9° 0.197
1 16.4 15.7 15.5 15.9¢ 0.197
4 14.9 14.4 14.2 14.5¢ 0.197
7 13.5 13.3 12.8 13.24 0.197
11 9.61 9.85 10.3 9.93¢ 0.197
14 9.17 8.46 7.98 8.54¢ 0.197
Mean 13.82 13.4 13.20
SEM 0.151 0.151 0.151
b* 0.176 <0.001 0.864
0 13.5 13.2 13.0 13.20 0.233
1 14.5 14.2 14.0 14.22 0.233
4 14.0 13.7 13.5 13.7:® 0.233
7 13.6 13.5 13.2 13.4> 0.233
11 12.5 12.5 12.4 12.5¢ 0.233
14 11.9 12.1 12.3 12.1¢ 0.233
Mean 13.3 13.2 13.1
SEM 0.21 0.21 0.21

sbedefMeans in the same row and same column with different letters differed significantly (P < 0.05).
N = 3-NOP supplementation; T = time; N x T = interaction between 3-NOP supplementation and time.
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Figure 1. Methane emissions (g/d) of Nellore bulls fed different levels of

3-NOP (mean + SEM) (exp. 2) .

only the period of evaluation, the N intake increased 74 g/d
from the initial to the final period (P < 0.001). Likewise, N
excretion consistently decreased by 26.6% when 3-NOP was
supplemented (P = 0.009), irrespective of the level used. Fur-
thermore, the N excretion increased by 71.6 g/d from the
initial to the final period (P < 0.001). The N retention was
unaltered by 3-NOP (P = 0.37) and period (P = 0.73). The
N retention: N intake was not affected by 3-NOP (P = 0.19),
but it decreased by 0.108 from the initial to the final period
(P =0.01).

Discussion

The 3-NOP is a synthetic compound that is thought to act
in the last step of methanogenesis inhibiting CH, formation
(Duval and Kindermann, 2012). Several studies carried out
in North America have demonstrated the efficacy of 3-NOP
in mitigating CH, emission in finishing feedlot beef cattle
(Romero-Perez et al., 2014; Vyas et al., 2016a, 2018). There-
fore, the current study was designed to investigate the effect
of 3-NOP on Nellore bulls feeding typical Brazilian feedlot
diets, conditions that are significantly different from those
reported previously in North America.
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Table 5. Effects of 3-nitrooxypropanol (3-NOP) on methane emissions of feedlot Nellore cattle (experiment 2)

Period 3-NOP level, mg/kg DM Mean SEM P-value!
0 100 150 3-NOp Period 3-NOP x Period

CH,, g/d <0.001 0.116 0.496
Initial? 138 65.2 65.6 89.6 11.0
Final 153 97.9 67.9 106 11.2

Mean 146.0* 81.5° 66.5°

SEM 12.2 12.2 12.5

CH, yield, g/DMI® <0.001 0.039 0.599
Initial 12.7 6.99 6.77 8.822 0.84
Final 14.3 10.4 7.89 10.9° 0.83

Mean 13.5° 8.68P 7.33b

SEM 1.08 1.08 1.08

CH, intensity, g/kg ADG <0.001 0.095 0.486
Initial 89.0 46.8 47.5 61.1 6.14
Final 92.5 71.3 57.0 73.6 6.26

Mean 90.72 59.0° 52.3b

SEM 7.30 7.15 7.15

CH, intensity, g/kg daily gain in carcass <0.001 0.041 0.483
Initial 138 79.7 74.1 97.2 8.37
Final 174 108 78.8 120 8.54

Mean 156 93.8" 76.4>

SEM 10.0 10.1 10.1

GE loss, % GE intake <0.001 0.112 0.899
Initial 4.45 2.47 2.39 4.45 0.268
Final 5.02 3.28 2.78 5.02 0.274

Mean 4.74° 2.87° 2.58°

SEM 0.323 0.333 0.323

“bMeans in the same row or in the same column with different letters differed significantly (P < 0.05).
13-NOP= 3-NOP supplementation; P = period; 3-NOP x P = interaction between 3-NOP supplementation and period.
*Methane measurements were performed on days 27 to 33 (initial period) and on days 90 to 96 (final period) of feedlot.

SDMI, dry matter intake; ADG, average daily gain; GE, gross energy.

Nellore bulls fed diets supplemented with 3-NOP low-
ered enteric CH, emission, confirming the hypothesis that
3-NOP is a methanogenesis inhibitor. This occurs because
3-NOP inhibits the activity of methyl-coenzyme M reduc-
tase, which is required for the last step of methanogenesis
(Duin et al., 2016). Conversely, avoiding CH, formation may
increase ruminal concentration of H, (Romero-Perez et al.,
2014), which can contribute to propionate formation. Thus,
the production of propionate is the main pathway contrib-
uting to sink ruminal H, when the CH, formation is sup-
pressed (McAllister and Newbold, 2008). Although we did
not investigate ruminal fermentation in this study, in dairy
cows the 3-NOP shifted the ruminal microbial community
by decreasing Ruminococcus spp. (acetate-producing bacte-
ria) and increasing Selenomonadales, an order that includes
Selenomonas ruminantium (propionate-producing bacteria;
Lopes et al., 2016). Thereby, previous studies found rumi-
nal fermentation directed towards increased molar concen-
tration of propionate in the rumen of beef cattle consuming
3-NOP (Romero-Perez et al., 2014, 2015). Although the
doses of 3-NOP used in this study compared to others varied,
the reduction in CH, yield (40.7%) is consistent with those
(29.2% to 44.3%) reported previously in beef cattle (Vyas et
al.,2016b, 2018). In those studies, 3-NOP was supplemented
daily at 100 and 200 mg/kg DM.

In previous study, Romero-Perez et al. (2015) suggested
that the 3-NOP has not decreased CH, emission consistently
over time in Angus heifers, once there was a reduction in CH,
emission on days 85 to 112 to similar levels of that on days 1
to 28, which were significantly lower than that observed on
days 57 to 84 of feedlot trial. In the current study, the CH,
emission corrected for DMI and ADG, and GE intake lost
as CH, was persistently decreased irrespective whether the
period of evaluation occurred on days 27 to 33 or thereafter
on days 90 to 96 of experiment. However, there was effect of
period, in which CH, emission corrected for DMI decreased
in the initial (-45.8%) and final (-36.1%) periods irrespec-
tively of the dose used of 3-NOP. Conversely, the interaction
between 3-NOP supplementation and period was not statis-
tically significant (P = 0.59). In the initial period of evalua-
tion of our study, Nellore bulls consumed 1.07 and 1.64 g
3-NOP/d when supplemented with the low and higher dose
of 3-NOP, respectively. In the final period of evaluation, these
values were 1.01 and 1.53 g 3-NOP/d, respectively. The sim-
ilarity between the doses consumed of 3-NOP in the initial
and final periods of CH, evaluation is likely due to similar
DMI throughout the experiment period (data not shown) and
may partially explain the consistency of 3-NOP in decreasing
CH, emission throughout the feeding trial. Differently, Vyas
et al. (2016b) reported higher efficacy of 3-NOP in reducing



Journal of Animal Science, 2023, Vol. 101

Table 6. Effect of 3-nitrooxypropanol (3-NOP) on nitrogen balance of feedlot Nellore cattle (experiment 2)

Period 3-NOP level, mg/kg DM Mean SEM P-value!
0 100 150 3-NOr P 3-NOP x P

DML, kg/d
Initial 10.6 9.7 10.4 10.2 0.27 <0.0001 0.84 0.94
Final 10.7 9.8 10.3 10.3 0.27

Mean 10.6* 9.7b 10.42

SEM 0.28 0.28 0.28

N intake, g/d 0.030 <0.001 0.488
Initial 181 172 174 176° 10.6
Final 300 210 241 2502 10.4

Mean 2402 191° 207

SEM 13.1 12.6 12.6

N excreted (fecal + urinary), g/d 0.009 <0.001 0.464
Initial 114 89.6 85.5 96.4° 8.74
Final 207 147 149 1682 8.54

Mean 160° 118° 117>

SEM 10.8 10.5 10.5

N retained, g/d 0.366 0.728 0.213
Initial 70.5 80.7 86.7 79.3 9.59
Final 96.2 62.1 90.2 82.8 9.46

Mean 83.3 71.4 88.5

SEM 11.3 10.8 10.8

N retained: N intake, % 0.194 0.012 0.569
Initial 37.1 46.1 49.3 4420 3.2
Final 31.8 30.0 38.4 33.4° 3.2

Mean 34.4 38.0 43.9

SEM 4.0 3.8 3.8

s*Means in the same row or in the same column with different letters differed significantly (P < 0.05).
'P = period; 3-NOP x P = interaction between 3-NOP supplementation and period.
?Measurements of N balance were performed on days 27 to 33 (initial period) and on days 90 to 96 (final period) of feedlot.

SDMI, dry matter intake.

CH, emission when crossbred yearling steers were fed the
finishing diet as compared with backgrounding diet. Those
authors attributed such result to the higher starch availabil-
ity in the finishing diet, what provided ruminal fermentation
directed towards increased propionate. In our study, the peri-
ods of CH, evaluation were carried out when bulls were fed
the same finishing diet and therefore, there was no change in
diet composition, which may also contribute to understand
the persistent effect of 3-NOP. The persistence of 3-NOP in
decreasing CH, emission was also observed in dairy cows fed
diets containing 3-NOP for long-term period (i.e., 12-wk;
Hristov et al., 2015). Such response observed in our study has
particular importance because it represents the average days
on feed of Brazilian feedlots (96 d) with a typical local feedlot
diet (Pinto and Millen, 2018).

Methane emitted by ruminants represents considerable
energy loss, which ultimately may depress the efficiency of
energy utilization for animal production purposes (Kim et
al., 2020). In this regard, 3-NOP dramatically reduced the
GE intake lost as CH, by 42.5% (average of the two doses
examined). This value is in agreement with those (28.1%
to 61.2%) reported previously (Romero-Perez et al., 2014,
2015; Vyas et al., 2016b). The reduced GE intake lost as CH,
following 3-NOP supplementation is partially associated to
the higher production of ruminal propionate as discussed ear-

lier, an alternative pathway to sink H, (Murphy et al., 1982;
McAllister and Newbold, 2008; Vyas et al., 2018), which
is more energetically efficient. It is also worth noting that
the percentage of GE intake lost as CH, in the control diet
(4.74%) is consistent with the range (4.5% to 5.5%) which
is the reference by the International Panel on Climate Change
for cattle under tropical conditions (IPCC, 2019), whereas
the results from 3-NOP diets are according with the low val-
ues (<3%) reported previously (Grainger and Beauchemin,
2011; Niu et al., 2018; Berca et al., 2019). As propionate
formation uses only the C not lost as CH, (Jayanegara et
al., 2018) and dressing percentage of the bulls was similar
between treatments, likely the carbon saved by using 3-NOP
may be lost through other metabolic pathways. Nevertheless,
the mechanisms by which this may occur are still unclear to
date. Further studies are needed to investigate other alterna-
tive metabolic pathways that are probably using the carbon
not lost through CH, emission and to confirm this hypothesis.

Consistent with previous studies (Romero-Perez et al.,
2015; Vyas et al., 2016a), the DMI of Nellore bulls feeding
3-NOP was not changed considering either the adaptation
phase or total period of feedlot. The growth performance and
efficiency of carcass daily gain of Nellore young bulls was
not altered by 3-NOP, suggesting higher efficiency in utiliza-
tion of metabolizable energy (ME). It is well recognized that
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decreasing CH, yield might provide more ME for cattle pro-
ductivity (Blaxter and Czerkawski, 1966). Indeed, Chaokaur
et al. (2015) reported that the reduced energy output through
CH, and urinary-N increased energetic efficiency and ADG in
Brahman cattle in face to increasing feeding level.

Spot samples of urine were used to determine N balance.
The results revealed that regardless of the level used, a dra-
matic reduction in N excretion (-26.6%) was observed when
bulls were supplemented with 3-NOP, what is partially asso-
ciated with the reduced N intake. Nevertheless, the reduction
in ruminal CH, production likely provided higher efficiency
of energy utilization, as discussed previously. Thus, the higher
efficiency in energy utilization could lead to higher efficiency
in N utilization as well. For example, the N excreted through
urine depends on the supply of energy to promote maximum
usage of consumed protein (Detmann et al., 2014). In this
study, N retention as percentage of N consumed numerically
increased by 3.6 and 9.5 percentage units when 100 and 150
mg 3-NOP/kg DM was supplemented to bulls. Total N excre-
tion also decreased in dairy cows by 3-NOP supplementation,
being this result attributed to reduction in N intake (Melgar et
al., 2020). Moreover, Brahman steers had increased ruminal
ammonia and branched-chain fatty acids when supplemented
with 3-NOP (Martinez-Fernandez et al., 2018), and authors
suggested these increases were related to enhanced proteolysis
and microbial protein synthesis in the rumen. Further stud-
ies to elucidate the mechanism of the effect of 3-NOP on N
excretion in beef cattle would be recommended. In the current
study, the efficiency of nitrogen usage (i.e., the proportion of
N intake retained) varied from 34.5% to 44%, being these
values are within the range expected for ruminants (15% to
40%; Dijkstra et al., 2011). Despite the nutritional benefits of
improving N retention, at present is known that N excretion
from feces and urine is the main source of nitrous oxide emis-
sions from beef cattle production system in Brazil (Cardoso
et al., 2019). Nitrous oxide is a potent greenhouse gas that
has a global warming potential 265 times higher than CO,.
Moreover, reduction in N excretion can decrease pollution by
avoiding ammonia volatilization. Anyway, further studies are
needed to confirm the cycle and metabolism of C and N in
beef cattle fed 3-NOP under tropical conditions.

Nellore bulls supplemented with 3-NOP had lower fat
content in meat and higher protein compared to the control.
Although fat content in meat can be affected by some fac-
tors (e.g., dietary fat and profile of fatty acids), the lowered
fat in meat of Nellore bulls fed 3-NOP is consistent with the
shifting in ruminal fermentation towards decreased acetate to
propionate ratio, as discussed before. Acetate has long been
known as the precursor of fat deposition in the adipose tis-
sue of ruminants (Rittenberg and Bloch, 1945; Demeyer and
Doreau, 1999). Other carcass and meat traits were little or no
impacted by 3-NOP, which is consistent with previous stud-
ies (Vyas et al., 2016b, 2018). Even though pharmacokinet-
ics and residual metabolites of 3-NOP were not investigated
in this study, the safety risks of 3-NOP for meat consumers
are apparently low once previous studies reported minute or
non-existent residues of this additive in milk and meat (Thiel
et al., 2019a; b).

The current study is the first one investigating the potential
of 3-NOP in mitigating enteric CH, in Nellore cattle feeding
typical Brazilian feedlot diets. 3-nitrooxypropanol showed to be
an effective synthetic compound to provide a cleaner livestock
production to reduce greenhouse gas emission and N excretion.

Moreover, CH, emission was persistently lowered irrespective of
the dose investigated, suggesting that the lower dose of 3-NOP
(100 mg/kg DM) is indicated to be used in commercial feedlots.

Conclusions

Feeding 3-NOP was found to be an effective strategy to
reduce methane emissions by Nellore bulls fed typical Bra-
zilian feedlot finishing diets, with no impairment of perfor-
mance, carcass characteristics, and meat quality.
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CAPITULO 4 — Implicagdes gerais

1. Uso de DDGs no Brasil em 2025 em comparag¢do ao seu potencial de consumo no
pais.
De acordo com dados da Unido Nacional do Etanol de Milho (2024), em 2014,

foram destinadas 0,23 milhdes de toneladas de milho para a produgéo de etanol. Em
contraste, no ano de 2024, 28,39 milhdes de toneladas de milho tiveram o mesmo
destino, evidenciando o expressivo crescimento das usinas de etanol no pais.

O DDG, como subproduto da industria alcooleira, seguiu essa expansao. Na
safra 2017/2018, foram produzidos 0,28 milhdes de toneladas, enquanto na safra de
2024/2025, a projecdo € de que 4,11 milhdes de toneladas de DDG sejam
disponibilizadas no mercado. Neste periodo, a padronizacdo da producédo de DDG,
DDGs e WDG passou por significativa evolugdo. Atualmente, observa-se uma
variedade maior de produtos disponiveis no mercado, conforme apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢cédo bromatoldgica dos diferentes tipos de gréo de destilaria
disponiveis no Brasil no ano de 2025.

DDG
Nutrientes utilizado DDG DDGs DD_G Alta  DDG Alta WDGs
fibra Proteina
na tese

MS (g/kg) 900,75 902,6 888,3 900,0 915,0 390,0
PB (g/kg) 288,5 347,8 299,5 195,0 453,0 241,0
FDN (g/kg) 659,3 409,1 321,1 489,0 284.,0 338,5
FDA(g/kg) 2439 108,0 85,7 161,1 238,0 102,6

EE (g/kg) 30,9 84,3 79,5 70,0 134,0 74,4
Cinzas (g/kg) 15,0 20,0 41,2 56,0 24,0 112,8

MS = Matéria seca; PB = Proteina bruta; FDN = Fibra em detergente neutro; FDA = Fibra em detergente
acido; EE = Extrato etéreo; DDG = Graos secos de destilaria; DDGs = Graos secos de destilaria com
soluveis; WDG = Graos de destilaria imidos com sollveis

A composigdo nutricional dos diferentes tipos de grdos de destilaria,
apresentados na Tabela 1, reflete a maturidade das industrias que ajustaram seus
processos ao longo dos anos, resultando em produtos com padrdao nutricional
conhecido. Essa padronizacdo € de suma importancia para o nutricionista na
formulacéo de dietas, pois confere maior seguranga no uso do produto e permite um

alinhamento mais preciso entre a formulagao e a expectativa de desempenho animal.
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Quando se compara o DDG utilizado no experimento desta tese com o DDG
atual disponivel no mercado, observa-se uma diferengca na proporcdo de Extrato
Etéreo (EE), com valores mais elevados nos produtos atuais. Esta diferenca na
composi¢cao pode impactar os resultados obtidos em futuras avaliagdes.

Em 2014, periodo de desenvolvimento da tese, existiam alguns desafios na
utilizacdo de DDG pelos produtores: o produto apresentava um padrao de qualidade
variavel, havia incerteza por parte dos produtores quanto ao impacto em resultados
zootécnicos, além da preocupacido com a potencial intoxicagéo por enxofre. Em 2025,
os graos de destilaria apresentam um padrdao de qualidade regularizado nas
industrias, os produtores demonstram confianga no uso deste insumo, e a maioria dos
técnicos detém conhecimento e capacidade para utiliza-lo nas formulacgdes.

De acordo com a Uni&o Nacional do Etanol de Milho (2024 ), o Brasil possui 24
usinas em funcionamento, 16 usinas autorizadas para construcdo e mais 16
anunciadas, totalizando 56 usinas de etanol de milho no cenario futuro no pais. Este
crescimento ressalta a necessidade de intensificar as pesquisas, bem como
aprofundar o conhecimento dos técnicos de campo sobre este produto, dada a

projecao da crescente disponibilidade de graos de destilaria nos préximos anos.

2. Implicagbes do uso de mitigadores de metano entérico na bovinocultura de corte
A reducdo de emissdo de metano € um tema de extrema importancia para a

reducao dos gases de efeito estufa (GEE) globalmente, entretanto este ainda nédo é
um tema comum entre os pecuaristas. A crescente preocupacgdo global com as
mudangas climaticas tem impulsionado a busca por solugbes que minimizem o
impacto ambiental da produgado animal, com foco especial nas emissdes de metano
entérico (CHa4). Conforme demonstrado por Araujo et al. (2023), o 3-NOP se mostra
altamente eficaz na reducédo das emissdes de CH4 em bovinos de corte Nelore, sem
comprometer a performance produtiva sob condi¢cdes tropicais. No entanto, a
transicdo de um avanco cientifico para uma adogao ampla no mercado esbarra em
barreiras significativas, principalmente relacionadas a auséncia de um retorno
econdmico direto para o produtor que justifique o investimento no aditivo.

Os resultados apresentados por Araujo et al. (2023) demonstram a eficacia do
3-NOP na redugdo das emissdes CHs. O estudo aponta que o 3-NOP reduziu a

intensidade CH4/ganho média diario em 38,6%, tal redugéo € notavel e posiciona o 3-
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NOP como uma ferramenta robusta do ponto de vista ambiental, operando por meio
da inibicdo da metanogénese no rimen.

Necessita-se destacar um ponto que influencia diretamente a adogao do aditivo
em larga escala, a auséncia de um impacto positivo significativo na performance
animal que se relaciona diretamente com o lucro do produtor. O trabalho mostrou que
nao houve prejuizo, mas também n&o houve um ganho substancial em indicadores
como ganho meédio diario (GMD), consumo de matéria seca (CMS) ou conversao
alimentar que compensem o custo adicional do aditivo.

Neste contexto, para o produtor rural, o investimento em qualquer insumo ¢é
geralmente avaliado pela 6tica do retorno sobre o investimento (ROI). Se a inclusao
de um aditivo n&do resulta em um aumento no ganho de peso, melhoria na conversao
alimentar, redug¢ao no tempo de abate ou uma bonificagdo significativa na qualidade
da carcaca, o investimento se torna um custo adicional sem uma contrapartida
financeira visivel.

No atual cenario da pecuaria de corte brasileira, ndo existem mecanismos
robustos de mercado que remunerem o produtor especificamente pela reducédo das
emissdes de metano. A rentabilidade do negdcio continua sendo ditada pela eficiéncia
produtiva e pelo prego da arroba. Hd& uma notavel auséncia de programas de
pagamento por servigos ambientais ou sistemas de créditos de carbono que sejam
acessiveis e economicamente viaveis para a maioria dos pecuaristas.

Além disso, a diferenciacido de preco ao consumidor final pela "carne de baixo
carbono" é ainda incipiente, e, na maioria dos casos, ndo ha uma disposi¢ao clara do
consumidor em pagar um prego premium sem um beneficio percebido.
Diferentemente de alguns mercados internacionais, o Brasil ainda ndo impde metas
mandatorias de redugao de emissdes para a pecuaria, o que aliviaria a pressao sobre
os produtores para adotarem essas tecnologias sem compensacao. Assim, o produtor
que hoje opta por incorporar o 3-NOP arca com um custo extra por um beneficio
coletivo sem um retorno financeiro privado direto. Essa equacao é o que dificulta a
adocéo em larga escala.

A disseminacéo de aditivos como o 3-NOP, ou de outras tecnologias similares,
dependera de fatores que transcendem sua eficacia biolédgica. E fundamental

desenvolver modelos de negdcio inovadores que internalizem o valor da
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sustentabilidade, talvez por meio de parcerias estratégicas entre grandes frigorificos,
varejistas e produtores, em que o custo do aditivo seja compartilhado ou o produto
final seja valorizado de alguma forma. A criacdo de selos de sustentabilidade ou
certificacbes de "carne carbono-neutra" pode ser um caminho para agregar valor,
desde que haja transparéncia e credibilidade em todo o processo. Uma mudanga no
comportamento do consumidor, impulsionada por maior conscientizacdo ambiental e
uma disposi¢do crescente em pagar mais por produtos sustentaveis, também se
apresenta como um catalisador poderoso.

O 3-nitrooxypropanol representa um avango cientifico promissor para a
sustentabilidade da pecuaria de corte, com sua capacidade comprovada de reduzir
significativamente as emissbes de metano entérico. Contudo, a auséncia de um
retorno direto em performance animal que compense o custo de aquisi¢ao e aplicacao
do aditivo impde um desafio substancial a sua adogdo em larga escala no mercado

brasileiro.
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