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1 Introducao

O rebanho bovino comercial no Brasil foi estimado em cerca de 194 milhdes de cabegas
distribuidas em aproximadamente 160 milhdes de hectares de pastagem por todo o territdrio
nacional, com uma taxa de lota¢ao de 0,93 UA/hectare (ABIEC, 2025). O pais, além de ser um
grande produtor, também se destaca nas exportagdes ¢ desempenha um papel crucial no
mercado global. Em 2024, foram exportadas 2,89 milhdes de toneladas de carne bovina, o que
representa 21% da carne comercializada internacionalmente, gerando uma receita de US$12,8
bilhdes. Esse desempenho consolidou o pais como lider nas exportagdes dessa commodity
(ABIEC, 2025). O volume recorde exportado reflete o desenvolvimento continuo da pecudria

brasileira, e evidencia a importancia do setor dentro do agronegdcio brasileiro.

A implementagdo de estratégias de intensificagdo na produgdo de bovinos de corte ¢é
imprescindivel para acompanhar o crescimento das atividades relacionadas a carne bovina no
Brasil (SILVESTRE; MILLEN, 2021). Dentre os sistemas utilizados na intensificacdo da
produgdo temos o confinamento, o qual permite um controle rigoroso sobre a dieta fornecida
aos animais, resultando em maior ganho de peso em periodos curtos e reduzindo o tempo de
abate (Millen et al., 2009). Além disso, esse sistema resulta em maior eficiéncia produtiva nos

rebanhos e sustentabilidade na cadeia produtiva (SILVESTRE; MILLEN, 2021)

No entanto, hd uma preocupagdo crescente junto ao aumento na produg¢ao de bovinos
relacionado as emissdes de gases de efeito estufa (GEE), ligado ao contexto das alteragdes
climaticas (Arndt ef al., 2021). Os principais gases envolvidos sdo o dioxido de carbono (CO-),
o metano (CHa4) e o 6xido nitroso (N20) (Cardoso et al., 2016), sendo de maior relevancia o
CHa4. O metano ¢ produzido durante a fermentacdo entérica nos ruminantes, como um produto
do metabolismo energético das Archaeas metanogénicas que reduz o CO: com o hidrogénio
(H:) livre (Tedeschi; Fox, 2020). E importante destacar, que o CHs possui um potencial de
aquecimento 28 vezes superior, comparado ao CO: (Gerber et al., 2013). Entdo, utilizar
estratégias para reduzir as emissoes € essencial para limitar o aquecimento global, que segundo

recomendacoes, as redugdes devem ser dar ordem de 24 a 47% até 2050 (Arndt ef al., 2021).

Dessa forma, o emprego de aditivos em dietas para ruminantes tem se mostrado uma
estratégia eficaz nas reducdes das emissdes de CHa entérico. Entre os aditivos com potencial
mitigador temos os iondforos, taninos, lipidios, Oleos essenciais, 3-nitrooxypropanol e

compostos halogenados (Congio ef al., 2021).
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Nesse contexto, o uso do bromoférmio (CHBTr3) que ¢ um composto halogenado natural
presente em macroalgas vermelhas do género Asparagopsis spp., mais precisamente encontrado
nas A. taxiformis e A. Armata se destacam pelo potencial de inibirem em mais de 80% a
producao de metano, através da agdo sobre as Archaeas Metanogénicas no ramen (Roque et
al., 2021). Ao bloquear a metanogénese, o H: que seria utilizado para formar CHas ¢
redirecionado para vias fermentativas alternativas, favorecendo a sintese de propionato, um

AGCC mais eficiente energeticamente (Roque et al., 2021).

Roque et al., (2021) observaram que a inclusdo de CHBr; promoveu alteragdes na
composi¢do microbiana do ramen, reduzindo a atividade das Archeas metanogénicas, e
aumentando a disponibilidade de H> no meio ruminal, o qual passa a ser utilizado em vias
fermentativas alternativas, como na rota do propionato, um importante sumidouro de H: e
AGCC de maior eficiéncia energética. Assim, a fermentacdo se torna mais eficiente, com

aumento relativo na producao de propionato em relagdo ao acetato e butirato.

Contudo, ¢ fundamental a realizacdo de mais pesquisas, principalmente em escalas
comerciais, a fim de garantir viabilidade para comercializagdo do CHBrs; como aditivo para
bovinos, difundindo a sustentabilidade na pecuéria com a reducdo na emissdo de GEE sem

afetar o processo fermentativo.

2 Revisao Bibliografica

2.1 Pecuaria no Brasil

A pecudria de corte se destaca como um setor de grande influéncia no agronegocio
brasileiro, contribuindo de forma significativa para o Produto Interno Bruto (PIB) agropecuario.
Segundo dados publicados pela ABIEC no Beef Report (2025), o pais possui um rebanho de
194 milhdes de cabecas, representando aproximadamente 11,6% do rebanho global. No entanto,
o setor apresenta relevancia ndo apenas pela dimensao de seu rebanho, mas também por sua

participacao no comércio internacional.

O Brasil alcangou em 2024 o volume historico de 11,8 milhdes de toneladas equivalente
carcaga (TEC), que consolidou o pais como o segundo maior produtor de carne bovina do
mundo. Tendo como base esse resultado expressivo, os avangos tecnologicos e a intensificagao

dos sistemas de producao (ABIEC, 2025). Sendo assim, a pecudria do pais deixou de se basear



em modelos predominantemente extensivos, adotando praticas de intensificacdo visando a

eficiéncia produtiva e a sustentabilidade.

Em relacdo as exportacdes, de acordo com a ABIEC (2025), a representatividade do
pais aumentou, consolidando-se como lider mundial. Da produ¢do nacional, 32% da carne
bovina produzida foi destinada ao mercado externo, enquanto 68% permaneceram no mercado
interno. Sendo, os fatores responsaveis pelo aumento das exportagcdes o volume e custo de

producao, a qualidade do produto e a logistica de exportagcdo (Barcellos et al., 2025).

Outro ponto relevante se refere ao aumento da produtividade, que, mesmo com a
reducdo de 11% das areas de pastagens, cresceu 70% entre 2004 e 2024, atingindo 5 arrobas

por hectare/ano e refletindo o impacto da adocao de sistemas intensivos (ABIEC, 2025).

2.2 Estratégias de mitigacio de metano em confinamentos

A fermentacdo entérica nos ruminantes € um processo essencial para a produgdo de
energia, no entanto, gera metano (CHa4) devido a agdo dos microrganismos do dominio 4Archea,
pertencentes ao filo Euryarchae, os quais usam o hidrogénio (H:) e o diéxido de carbono (CO-)
para a formacdo do CHa (Janssen; Kirs, 2008). Além do CHa4 produzido, esse processo resulta

na perda de 2 a 12% da energia bruta consumida (Johnson; Johnson, 1995).

O CHa4 produzido e emitido pelos bovinos € um dos gases de efeito estufa (GEE) de
grande relevancia ambiental, ja que possui um potencial de aproximadamente 28 vezes maior
que o CO: no aquecimento da temperatura média global (Sirohi; Goel; Singh, 2014). Diante
desse fato, ¢ importante a ado¢do de estratégias para a mitigagdo do CHa nos sistemas de
produgdo de ruminantes, principalmente em confinamentos, onde podem ser implementadas

com maior facilidade.

As estratégias de mitigagcdo fundamentam-se sobretudo na manipulagdo da fermentacao
ruminal, objetivando a diminui¢do da producdo de Ha, redirecionando-o para vias alternativas
ao da formacdo do metano e restringindo a agdo das Archeas metanogénicas no ambiente
ruminal (Machado et al., 2011). Dessa forma, as praticas de mitigagdo compreendem o
fornecimento de forragens de melhor valor nutritivo, a inclusdo de taninos e a suplementagao
com lipidios (Beauchemin et al., 2022), o emprego de iondforos e de Oleos essenciais que
manipulam a fermentacdo ruminal favorecendo a mitigacdo do CHa4 entérico (Honan et al.,
2021). Outra estratégia estudada recentemente sdo os compostos halogenados, como o CHBr3,

que inibe indiretamente a metanogénese (Glasson et al., 2022).



2.3 Aditivos redutores de metano

Dentre os diversos aditivos alimentares estudados para ruminantes, alguns tém se
destacado como estratégias para a mitigacdo das emissdes entéricas de CHa, atuando sobre a
microbiota ruminal. Ao manipular a microbiota ruminal, esses aditivos inibem de forma direta
ou indireta a metanogénese, promovendo concomitantemente melhorias na digestibilidade da
dieta (Hristov ef al., 2013). Dessa forma, o uso desses aditivos contribui positivamente na

eficiéncia alimentar e para a sustentabilidade dos sistemas de produgao.

No Brasil, o uso desses aditivos ganhou protagonismo em sistemas que buscam a
otimizagdo da produgdo (Naves et al., 2024). Nesse contexto, diversos aditivos podem ser
incluidos nas dietas promovendo efetividade na reducdo das emissdes de CHa, como o uso de
ionoforos, taninos, 6leos essenciais (OE), lipidios, 3-nitrooxipropanol (3-NOP) e algas

marinhas (Honan ef al., 2021).

Os ionodforos sdo antibidticos produzidos principalmente por bactérias do género
Streptomyces spp., eles se ligam a ions facilitando o transporte dos mesmos, por meio da
membrana celular dos microrganismos (Tedeschi; Fox; Tylutki, 2003). No rimen, sua acdo ¢
seletiva sobre bactérias Gram-positivas, manipulando o ambiente ruminal e consequentemente,
a eficiéncia alimentar, devido ao aumento na proporcao de propionato em relagdo ao acetato,

além de reduzir de 20 a 40% a produ¢do de CHa (Oliveira et al., 2019).

Os taninos sdo metabolitos de origem vegetal, pertencente a classe dos polifendis,
possuem uma capacidade elevada de interagir com proteinas e outros compostos, atuando na
redug¢do da metanogénese (Beauchemin et al., 2022). Eles podem ser classificados de duas
formas, os taninos hidrolisaveis (HT) e os taninos condensados (CT) (Fonseca et al., 2023).
Segundo Perna (2018), a inclusdo de 1,5% do tanino oriundo da Acacia mearnsii na dieta de

ruminantes, pode reduzir em 25,8% a produ¢do de CHa.

Os Oleos essenciais sao substancias naturais extraidos de plantas, possuem diferentes
metabolitos secundarios ligados as suas propriedades organolépticas, caracterizando-se como
compostos liquidos, volateis e lipofilicos, e apresentam potencial para mitigacdo do CHa
entérico devido ao seu efeito antimicrobiano sobre a microbiota ruminal (Benetel, 2018). Em
estudo de Cobellis et al., (2015) foi observado em ensaio in vitro, que a inclusdo de 2,0 g/L de
OE de alecrim promoveu redugdo de 8,5% nas emissdes de CHa, enquanto, a adi¢do de 1,5 e
2,0 g/l de OE de orégano, reduziu em 55% e 72%, respectivamente. Além disso, inclusdo de

outros lipidios na dieta pode reduzir as emissdes em até 23,2% (Congio et al., 2021).



O 3-NOP ¢ um composto sintético com estrutura analoga a da metil-coenzima M. Atua
na inibi¢do da enzima metil-coenzima M redutase, bloqueando a sintese de CHa a partir do CO-
e Hz (Hristov et al., 2015). Segundo Kim et al., (2020) a suplementagao de dietas com 3-NOP
reduziu as emissoes de CHa em até 59%, além da melhora na eficiéncia energética no rimen,
devido a redugdo da proporg¢do de acetato e aumento de propionato.

O CHBr3 € um aditivo com elevado potencial antimetanogénico, que tem se destacado na
producao de ruminantes. O fornecimento do CHBrs para bovinos de corte resultou em redugdes
de até 98% em estudos in vivo, além de melhorar a eficiéncia fermentativa, redirecionando
hidrogénio para vias metabélicas benéficas (Glasson et al., 2022). E encontrado naturalmente
nas macroalgas vermelhas do género Asparagopsis, principalmente nas A. taxiformis que
concentram a molécula como estratégia de defesa quimica (Gyeltshen et al., 2025; Kelly et al.,
2025), mas pode ser sintetizado industrialmente.

Quando cultivado, devido a fatores fenotipicos ¢ ambientais, como a temperatura,
observa-se variagdes significativas no seu teor de CHBr3, podendo atingir diferengas de até dez
vezes maiores (Mata et al., 2017). Consequentemente, o cultivo no oceano de maneira natural
ou comercial, pode gerar produtos com diferentes concentracdes de CHBrs (Zanolla et al.,
2022). Além disso, ha uma série de limitagdes operacionais, sendo principalmente sua elevada
volatilidade e a instabilidade quimica, porém, formula¢des comerciais estdo sendo criadas com
o uso de CHBr3 estabilizado junto a dleos vegetais ou encapsulado em po (Tan et al., 2023).

Assim, métodos de cultivo padronizados que sintetizam o composto otimizam a relagdo
carbono/nitrogénio (C/N), e aumenta a disponibilidade de CO: no meio de cultivo, elevando a
concentracdo de CHBr13 na biomassa das macroalgas (Mata et al., 2017). Dessa forma, técnicas
de cultivo, processamento e armazenamento devem ser considerados para assegurar que a
concentragdo do composto esteja acima de 1mg/g de matéria organica (MO), para garantir a
eficicia na mitigagdo do CH« (Tan et al, 2023), quando utilizado alternativamente ao
bromofoérmio sintetizado industrialmente.

O mecanismo de acdo do CHBr13 na metanogésene ruminal estd associado a inibicdo de
metaloenzimas-chave envolvidas na rota de produc¢ao do CHa, principalmente a metil-coenzima
M redutase (MCR), uma enzima dependente de niquel responsavel pela etapa final da formagao
do CHa4 (Glasson et al., 2022). A MCR esta associada ao Ciclo de Wolfe (Figura 1), o qual
apresenta a sequéncia de reagdes bioquimicas através das quais as Archeas metanogénicas
reduzem o CO: utilizando Ha, resultando na produ¢do de CH4 e H2O, como descrito, CO2 + 4Ha

— CHa4 + 2H20.
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Durante o Ciclo de Wolfe, a redugdo do CO: ¢é realizada utilizando 4 atomos de Ho,
resultando em CO: - 4Hz, formando formilmetanofurano (formil-MFR). Em seguida o formil-
MFR ¢ convertido em CH3z — THM (metil-tetrahidrometanopterina), que doa seu grupo metil
para a metil-coenzima M redutase (MCR) através da coenzima M metiltransferase. A MCR
reduz o composto metil-MCM, liberando metano (Glasson et al., 2022; Thauer, 2012).

A agdo do CHBr3 ocorre nesse ponto crucial do ciclo, o qual se liga ao sitio ativo da MCR,
impedindo que o grupo metil seja transferido para formar metil-coenzima M,
consequentemente, com a MCR bloqueada pelo CHBr3 a etapa final da metanogénese nao

ocorre ou ¢ reduzida no ambiente ruminal (Indugu et al., 2024).

COz - 4H:2

!

Formilmetanofurano

|

CHs - THM Metil-coenzima

C M redutase

Metil-coenzima M «-*

X

CH:

Figura 1 — Mecanismo de a¢ao do CHBr3 no Ciclo de Wolfe.

Assim, ao impedir a finalizagdo da via metanogénica, o CHBr; compromete o
metabolismo das Archeas metanogénicas, levando a redugdo da emissao entérica de CH4 sem
prejudicar a fermentagdo ruminal (Gyeltshen et al., 2025). Contudo, apresenta um periodo de
atuacao no ambiente ruminal restrito.

Conforme descrito por Romero et al., (2023), o CHBr3 possui uma elevada taxa de

degradacdo, com aproximadamente 90% do composto degradado nas primeiras 3 horas e mais
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de 99% apds 12 horas, caracterizando uma janela de agdo curta sobre a rota de formagao do
CHa.. Indicando que a agdo inibitoria sobre a metanogénese ocorre principalmente nas primeiras
horas apos sua ingestao.

Segundo Roque et al., (2021) a adi¢do de pequenas doses (0,2% da MS da dieta) de CHBr3
na dieta de novilhos de corte, reduziu a producdo de metano em até 80%, variando conforme a
concentragdo utilizada e o tipo de dieta fornecida. No entanto, as redugdes foram maiores em
dietas com menor inclusdo de forragem, o que destaca a interagao entre os tipos de alimentagao
e a eficacia do aditivo. De acordo com a metanalise desenvolvida por Kebreab et al., (2025)
houve reducdes de 47,3, 43,3 e 39,0% na produgdo de CHai, rendimento e intensidade,
respectivamente, com a inclusdo de uma dose de 28,3mg/Kg de matéria seca (MS).

Dessa forma, o CHBr3 destaca-se como um aditivo de grande potencial para a mitigacao
das emissdes de CHa entérico em ruminantes, apresentando resultados significativos. No
entanto, ha necessidade de desenvolvimento de métodos de sintese do composto pela industria,
a fim de garantir a eficicia na aplicacdo do aditivo em sistemas de producdo de bovinos de

corte.

2.3.1. Influéncia do Bromoférmio (CHBr:) nos parametros ruminais

Os parametros ruminais sdo indicadores chaves para avaliar a eficiéncia da fermentacao
ruminal, o metabolismo e o desempenho dos animais, sendo influenciados pela dieta e inclusao
de aditivos alimentares (Petrenko, 2024). Dentre os parametros, os mais relevantes sdo o pH

ruminal (pH), a concentracdo de NH3-N e a formacdo de AGCC(Petrenko, 2024).

O pH esté relacionado a estabilidade do ambiente ruminal, ¢ um indicador do grau de
acidez ou alcalinidade do rimen e determina a atividade dos microrganismos(Kim ez al., 2018).
E dependente da produgio de saliva e influenciado diretamente pela dieta e pela formagdo de
AGCC durante a fermentacdo, dietas ricas em concentrado como as de sistemas confinados
promovem uma producao elevada de AGCC, levando a redugdo dos valores de pH (CHIBISA;
BEAUCHEMIN; PENNER, 2016).

A concentracao de NH3-N indica a quantidade de amonia presente no ambiente ruminal,
ligado a degradacdo de proteinas pela microbiota, sendo uma fonte de nitrogénio (N) para a
sintese de proteina microbiana(Raab et al., 1983). No entanto, a concentragdo de NH3-N deve

estar em equilibrio a fim de garantir que a fermentacao seja eficiente, ja que em niveis elevados



pode ser toxico ao animal e comprometer a eficiéncia fermentativa (Mehrez; Orskov;

McDonald, 1977).

Ja os AGCC, como o acetato, propionato, butirato, isobutirato, valerato e isovalerato sao
produtos da fermentacdo dos substratos da dieta pela microbiota ruminal, sendo a principal
fonte para a sintese de energia para o hospedeiro (van Houtert, 1993). Dessa forma, a propor¢ao
entre esses AGCC produzidos reflete a composi¢do da dieta oferecida, relacionado a eficiéncia

fermentativa no rimen e associada a redu¢do das emissdes de CHa (Pedreira et al., 2013).

Desta forma, a inclusdo de aditivos ¢ o tipo de dieta permitem manipular os parametros
fermentativos, otimizando a fermentag¢ao ruminal (Hassan et al., 2020). O uso do CHBr3 impede
autilizacdo do Hz para formagao de CH4, sendo esse redirecionado para sumidouros alternativos

como a via de formagdo de propionato (Kelly ef al., 2025).

Considerando a agao do CHBr3, sua inclusdo na dieta de bovinos Nelore recriados em
confinamento pode modificar o perfil fermentativo ruminal, reduzindo a relagdo
acetato:propionato e mantendo a produgao total de AGCC, sem alterar o pH ou a concentragao

de NHs-N.

3 Objetivo

Avaliar o efeito do aditivo bromoféormio (CHB13) sobre os pardmetros ruminais em

bovinos Nelore recriados em confinamento.

4 Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido em area pertencente ao Departamento de Zootecnia, no
setor de Forragicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Jaboticabal,
Sdo Paulo. Os procedimentos experimentais seguiram os principios éticos de experimentagao
animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal e aprovados (Protocolo n°

9539/23) pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV-UNESP.



4.1 Animais, instalacoes e delineamento experimental

Foram utilizados oito animais Nelore canulados no rumen, distribuidos em
delineamento quadrado latino quadruplo (2x2), em 2 periodos de 21 dias (totalizando 42 dias)

e 2 tratamentos.

Os novilhos foram alojados em baias individuais com piso de concreto, cocho de
alimentac¢do e bebedouro individuais. No inicio do experimento, os animais foram submetidos
ajejum de 16 horas, depois foram pesados para determinar o peso corporal inicial e submetidos

a tratamento para endo e ectoparasitas (ivermectina, 200 pg/kg de peso corporal).

4.2 Dietas experimentais e tratamentos

Os animais foram alimentados uma vez ao dia, as 7h, de acordo com o tratamento
experimental: T1= Dieta (60% de silagem, 40% de concentrado da MS) e T2= Dieta (60% de
silagem, 40% de concentrado da MS) + aditivo redutor de metano (CHB13) (Tabela 1).

Antes do inicio do primeiro periodo experimental, os animais passaram por um
protocolo de adaptacao de 14 dias, onde receberam as seguintes dietas: dieta 1 (80% silagem
de milho e 20% concentrado) por 7 dias, dieta 2 (60% silagem de milho e 40% concentrado)
por 7 dias. A Racdo Total Misturada (TMR) (60% silagem de milho e 40% concentrado) foi

oferecida diariamente, com ajustes diarios de quantidade para permitir a ingestao a vontade.

A racgdo total foi misturada com 5,3 mL de 6leo de canola contendo CHBr3 por kg de
matéria seca (MS) no tratamento com CHBr3. Os recipientes de 6leo foram agitados diariamente
antes de ser retirada a quantidade necessaria. O 6leo foi adicionado a TMR uma vez ao dia e
fornecido imediatamente. A quantidade de 6leo destinada a cada baia foi despejada sobre a

TMR e, em seguida, misturada manualmente por 20 segundos.

A composi¢ao centesimal das dietas fornecidas durante o experimento esta apresentada

na Tabela 1.


https://www.google.com/search?cs=0&sca_esv=a7cbaade2ac5ec01&q=Ra%C3%A7%C3%A3o+Total+Misturada&sa=X&ved=2ahUKEwjz_eqE9IuQAxU9DbkGHUkPDOoQxccNegQIAhAB&mstk=AUtExfC1O7AW5wgt1tgYeR6vbaPg9Jxf-DpcI94HIyi4L4Tg84VNiQm8PMK_IQU_6S1WEEuaP46SwyjAzc_a6R9Bz7jZjBAxnuLITe_QVSKXau3w-KRYIH_0kYUbvwgCowHTR0oJ_T8l-2cCWGOvPx9xtSrvafJbBH_CCZUiLmTeuTnJ3cs&csui=3
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Tabela 1 — Proporcao de ingredientes e composi¢ao quimica das dietas experimentais.

Dietas
Item Controle CHBr3
Composigdo das dietas, %
Silagem de milho 60,00 60,00
Casca de soja 16,00 16,00
Milho triturado 12,00 12,00
DDG 10,00 10,00
Sal mineral 2,00 1,91
CHBr3 0,00 0,09
Composigdo quimica, %
Matéria seca 52,80 52,80
Matéria orgénica 94,87 94,87
Proteina bruta 11,98 11,98
Extrato etéreo 3,32 3,32
Fibra detergente neutra 50,75 50,75
Nutrientes digestiveis totais 68,88 68,88

CHBr3: bromoformio; DDG: graos secos de destilaria.

4.3 Composicao bromatologica das dietas

Amostras do volumoso foram coletadas semanalmente, e os ingredientes do concentrado
foram amostrados no inicio de cada periodo experimental. Todas as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados e armazenadas em congelador
(freezer) horizontal a -15°C.

Ao final das avaliagdes experimentais, as amostras foram descongeladas e pré-secas em
estufa de ventilagao forcada a 55°C durante 72 h. Apos a secagem, as amostras foram moidas
em moinho de facas tipo Willey, com peneiras de 1 mm para avaliacao da composicao da dieta.

Em seguida foram realizadas as analises quimico-bromatologicas das amostras de
alimentos e sobras para determinacdo dos teores de matéria seca (MS; método 934,01), matéria
organica (MO; método 942,05), extrato etéreo (EE; método 954,02) de acordo com
recomendacdes da AOAC, (1995).

Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram determinados de acordo com

Mertens et al., (2002), adaptado para Ankom200 Fiber Analyzer, corrigido para cinzas e
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proteina posteriormente. A fra¢do proteina bruta (PB) foi obtida por condutividade térmica

utilizando-se o equipamento Leco®, modelo FP-528 (método 990.13; AOAC, 2005).

4.4 Coletas e analises dos parametros ruminais

O conteudo ruminal foi coletado via canula para determinacao dos valores de pH, NHs-
N e AGCC. As amostragens foram realizadas as 0, 3, 6, 9 e 12 horas do 21° dia de periodo
experimental. O tempo zero correspondeu a coleta antes do fornecimento do alimento, e os
demais tempos de amostragem corresponderam as horas apds a refeicdo. Apds a coleta, o
conteudo ruminal foi imediatamente filtrado e submetido a analise do pH por meio de um
potenciometro digital. Amostras filtradas foram armazenadas em eppendorf (2 mL) para
posteriores analises de AGCC (2 aliquotas), enquanto outras 2 aliquotas foram armazenadas em

tubos Falcon de 50 mL, para posterior analise de NHs-N.

A determinacdo da concentracdo de NHs-N foi realizada conforme metodologia descrita
por Fenner (1965), enquanto as analises dos AGCC foram realizadas por meio de cromatografia
gasosa (GCMS QP 2010 plus, Shimadzu®, Kyoto, Japan), com uma coluna capilar HP-
INNOWax (30 m x 0,32 mm, espessura do filme de 0,50pum, Agilent Technologies, Colorado,
EUA) a uma temperatura inicial de 80°C e final de 240°C, segundo método descrito por

Leventini et al., (1990).

4.5 Analise estatistica

Os dados de pH, AGCC e NHs-N foram analisados como medidas repetidas em
delineamento experimental quadrado latino quadruplo (2x2), com dois periodos experimentais,
duas dietas (tratamentos) e oito repeticdes (animais). A analise de variancia para pH, NH3-N e
AGCC foi realizada utilizando medidas repetidas ao longo do tempo. Os tempos de coleta foram
considerados varidveis aleatorias, assim como suas interagdes com periodo, animal, interagao
periodo x animal (quadrado), residuos do modelo e efeitos fixos. As analises estatisticas foram
realizadas no software R versdao 3.5.1 (R Core Team, 2015). Inicialmente, foram testados a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro—Wilk e a homoscedasticidade das variancias
pelo teste de Bartlett. Quando a ANOVA apresentou significancia, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia quando P < 0,05, e tendéncias foram

consideradas quando 0,05 <P <0,10.
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5 Resultados e Discussao

5.1 pH e Nitrogénio Amoniacal (NHs-N)
Nao houve intera¢do tratamento e tempo sobre os valores de pH, nem efeito do
tratamento sobre os valores de pH e NH3-N (P>0,05, Tabela 2). Houve efeito de tempo nos

valores de pH (P<0,0001), independentemente do tratamento.

Tabela 2 - Efeitos das dietas com CHBr; em confinamento sob pH e NH3-N ruminal.

Dietas EPM! P-valor
Item Controle CHBrs Tratamento Tempo Tratamento x Tempo
pH 6,34 6,34 0,053 0,982  <0,0001 0,614
NH3-N, mg/dL 9,98 10,79 0,327 0,147 0,052 0,053

CHBr3: bromoformio; NH3-N: nitrogénio amoniacal; EPM: erro padrdo médio.

Os valores de pH ruminal reduziu ao longo do tempo apds a alimentagdo, onde foram
observados os valores proximos a 6,8 até 6,0 nos tempos de 9 e 12 horas apos a oferta da dieta,
o que resultou em um pH médio de 6,34 em todo o periodo, sendo a maior redugao observada
entre 3 ¢ 9 horas apos a ingestdo do alimento, periodo em que ocorre maior producdo de
AGCC(Glasson et al., 2022). Assim, demonstrando a variacdo no pH em uma faixa de 5,8 a
7,0, ao longo do tempo, em funcdo da fermentagdo do alimento ingerido. No entanto, pH nao
permaneceu abaixo de 6,00 por um longo periodo, o que indica um ambiente ruminal estavel e
propicio para a acdo dos microrganismos ruminais (CHIBISA; BEAUCHEMIN; PENNER,
2016).

Embora foram observadas variagdes ao longo do tempo, o pH ndo apresentou diferengas
(P > 0,05) entre o tratamento controle (T1) e o tratamento com inclusdo de CHBrs (T2) durante
o periodo experimental, indicando que a inclusdo do aditivo CHBr3 na dieta, ndo provocou
efeito sobre o pH. Em estudo conduzido por Cowley et al., (2024), resultados semelhantes
foram observados ao avaliarem a adi¢ao do aditivo contendo CHBr3; oriundo de 4Asparagopsis
taxiformis estabilizada em 6leo de canola (Asp-Oil), o qual ndo apresentou efeito significativo
do tratamento sobre o pH ruminal (P = 0,314), mesmo diante o acimulo de H: dissolvido no
rumen devido a inibi¢ao da metanogénese, o aditivo ndo comprometeu o equilibrio acido-base
nem a fermentacao ruminal.

Glasson et al., (2022) também descreveram resultados semelhantes, em que a inclusio
de compostos halometanicos como o CHBr3; em dietas de ruminantes ndo promoveu alteragdes

significativas no pH ruminal, mesmo com o aumento da concentragdo de H: relacionado a
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inibicdo da metanogénese. Segundo os autores, o excesso de H: ¢ redirecionado para vias
fermentativas que favorecem maior producao de propionato em relagdo ao acetato, mantendo a
estabilidade &cido-base no meio ruminal. Resultados semelhantes foram observados por
(Kinley et al., 2020; Li et al., 2016), que constataram a estabilidade do pH ruminal ao longo do
tempo em estudos conduzidos com bovinos e ovinos, respectivamente, contendo o aditivo
CHBr3 nas dietas.

Os dados da concentracdo de NH3-N apresentados na Tabela 2 evidenciam que nao
houve efeito do tratamento sobre os valores de NH3-N (P>0,05). Mas as dietas proporcionaram
tendéncia nas interagdes nos valores de NH3-N (P=0,053), considerando os tempos de
amostragens. Dessa forma, o comportamento da variavel pode ser melhor visualizado a partir

da analise da Figura 2, destacando as interagdes entre dietas e tempo de amostragem.

NITROGENIO AMONIACAL

13.00
11.98
— 12.00
= 12.37 12.41
? 11.00
— 9.70 9.66
< 10.00 10.62 251 N,
T
Z 9.00
9.05
8.00 8.96
0 3 6 9 12
Horas
—a— Controle (T1) Bromoformio (T2)

Figura 2 — Concentracio de NH3-N ruminal entre os tratamentos TI1-Controle e T2-

Bromoférmio no periodo de 12 horas apds a alimentagao.

A variagdo da concentracdo de NHs-N entre os tratamentos ao longo do periodo de 12
horas apresentou oscilagdes em seu comportamento, variando entre 8,8 ¢ 12,5 mg/dL. O
tratamento T1 proporcionou reducdo na concentragdo de NHs-N entre as 6 e 9 horas, seguida
de aumento no ultimo periodo, enquanto, o tratamento T2 contendo CHBr3 resultou em picos
de maior concentragao nos periodos de 6 e 12 horas, indicando elevacao dos niveis de NHs-N
no meio ruminal. Essas variacdes podem estar associadas ao sincronismo dos nutrientes da dieta

e crescimento microbiano ao ambiente ruminal.

Considerando que todos os animais receberam a mesma dieta, com mesma oferta de

energia e nitrogénio degradavel no rumen, assim, as condi¢des necessarias para manter o
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sincronismo entre disponibilidade de nutrientes e atividade microbiana foram equivalentes
entre os tratamentos. Como a energia e nitrogénio sdo os principais fatores que modulam a
producao e a assimilagao de amonia no rumen, e o equilibrio entre esses componentes evidéncia
que a presenca do aditivo ndo alterou a capacidade dos microrganismos de captar e utilizar o

nitrogénio disponivel no meio ruminal.

Em estudo de Machado et al., (2016), resultados anélogos foram encontrados ao testar
in vitro extratos contendo CHBr; provenientes de Asparagopsis taxiformis, os autores relataram
que houve uma reducdo significativa da concentragdo de NHs-N em até 17% comparado ao

grupo controle.

Segundo Alvarez-Hess et al., (2023), a inclusdo do ASP-Oleo contendo CHBrs nio
altera a concentracdo de NHs-N. De forma semelhante, Gyeltshen et al., (2025), ao avaliarem
o uso do aditivo Rumin8 (formulagdo sintética estabilizada de CHBr3) em bovinos de corte,
constataram que a inclusdo do composto ndo alterou de forma significativa a concentracdo de
NHs-N no meio ruminal, que se manteve entre 9,25 e 15,74 mg/dL, permanecendo a
concentracdo de NHs-N dentro da faixa fisioldgica ideal para a acdo dos microrganismos

ruminais.

Segundo dados da literatura, os picos com alta concentragao de NHs-N nos periodos de
6 ¢ 12 horas no tratamento T2 ocorreram devido a interagdo simbiotica entre as Archeas
metanogénicas e os protozoarios ciliados no meio ruminal (Ungerfeld; Pitta, 2025). De acordo
com trabalho publicado de Ungerfeld; Pitta, (2025), os protozodrios ciliados presentes no rimen
produzem H: durante a fermentagdo, os quais sao utilizados pelas Archeas para a formagado de
CHa. Assim, quando o CHBrs inibe a atividade das Archeas, a eliminacdo do H: deixa de
ocorrer, levando ao seu acumulo no ramen, afetando diretamente o metabolismo dos
protozodrios, reduzindo a assimilagdo de amoénia (NHs). Consequentemente, uma quantidade

maior de NHs permanece no meio ruminal, aumentando a concentragdo temporaria do NHs-N.

5.2 Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)
Nao houve interacdo entre os tratamentos e tempo sobre a propor¢do de AGCC
(P>0,005, Tabela 3). No entanto, menor proporcao de acetato e maior de propionato, valerato e

1sovalerato foi observada nos animais que receberam o CHBr3 (P<0.05).
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As concentragdes de butirato, isobutirato e AGCC total, ndo foi afetada pela presenca
do aditivo na dieta (P>0,05). A proporcao de todos os AGCC quantificados variaram ao longo

do tempo de amostragem, independentemente dos tratamentos avaliados (P<0,05).

Tabela 3 - Efeitos das dietas com CHBr; em confinamento sob AGCC.

Dietas P-valor
Item Controle CHBr; EPM! Tratamento Tempo Tratamento x Tempo

AGCC total, mmol/L 117,71 113,99 2,233 0,221 <0,0001 0,903
AGCC individual, % do AGCC total

Acetato 68,18 66,12 0,375 <0,0001 <0,0001 0,840
Propionato 17,70 18,77 0,267 0,005 0,0007 0,885
Butirato 10,87 11,38 0,177 0,050 <0,0001 0,918
Isobutirato 0,74 0,76 0,015 0,281 <0,0001 0,854
Valerato 1,18 1,37 0,041 0,001 <0,0001 0,983
Isovalerato 1,32 1,60 0,044 <0,0001 0,003 0,584

CHBr3: bromoformio.

A variagdo da proporcao total de AGCC ao longo do tempo reflete descreve o
comportamento esperado em dietas de confinamento com alto potencial de fermentagdo ao
longo das horas pos prandiais (Figura 3, P<0,001). Resultados semelhantes foram observados
em estudo de Machado et al., (2016), que relataram que a produgdo total de AGCC nao foi
afetada pela adicdo do CHBr3 comparado ao tratamento controle, evidenciando que o aditivo
atuou especificamente sobre a via de producdo de CH4 sem comprometer o metabolismo
fermentativo. Da mesma forma, Kinley et al., (2020), observaram que a inclusdo de
Asparagopsis na dieta de novilhos Brangus ndo causou alteragdes significativas no total de

AGCC, os quais permaneceram estaveis.
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Figura 3 — Concentracdo de AGCC total no liquido ruminal entre os tratamentos T1-Controle e

T2-Bromoférmio no periodo de 12 horas apos a alimentacao.

Entretanto, observou-se que a inclusdo de CHBrs; promoveu mudangas na relacio
acetato:propionato (A:P), marcada pela redugao da proporgao de acetato e pelo aumento na de
propionato. Assim, evidenciando a potencial acdo do CHBrs, inibindo seletivamente as
Archaeas metanogénicas, bloqueando a atividade da enzima metil-coenzima M redutase,
impedindo a utilizagcdo do H- para formacao de CHa4 e redirecionando o H- disponivel do meio
ruminal para sumidouros alternativos nutricionalmente benéficos, como a acetogénese redutiva,

formagao de propionato e aumento da producao de biomassa microbiana.(Glasson et al., 2022).

A proporcao de acetato variou entre 64,0 e 71,3% considerando ambos os tratamentos
no periodo de 12 horas, como apresentado na Figura 4. Observa-se um comportamento
especifico, onde o tratamento com CHBr3, resultou em menores propor¢des de acetato ao longo
de todo o periodo apos a alimentacdo, enquanto o tratamento sem aditivo resultou em maiores
proporg¢des. Esse comportamento evidencia a reducao da produgdo de acetato no meio ruminal

com a inclusdo do aditivo (Li ef al., 2016).
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Figura 4 — Propor¢do de acetato no liquido ruminal entre os tratamentos T1-Controle e T2-

Bromof6rmio no periodo de 12 horas apds a alimentagao.

Por outro lado, a propor¢do de propionato variou entre 16,0 e 19,8% considerando os
dois tratamentos ao longo do periodo de 12 horas apos a alimentacdo (Figura 5). Essa variagao
demonstra que a adi¢do do CHBrs; aumentou a produgdo de propionato no meio ruminal,
resultado esse, relacionado a inibigdo da metanogénese e ao redirecionamento do H: para vias

fermentativas mais eficientes, como a de formagao do propionato (Li et al., 2016).
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Figura 5 — Proporg¢do de propionato no liquido ruminal entre os tratamentos T1-Controle e T2-

Bromoférmio no periodo de 12 horas apds a alimentagao.

O mesmo comportamento foi descrito por Machado et al., (2016), que relataram que
uma concentragdo de 5 uM (micromolar) de CHBr3 reduziu a produgdo de acetato em 44%

enquanto a de propionato aumentou em 42%, resultando em menores propor¢des de
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acetato:propionato no rumen. De forma semelhante Kinley ez al., (2020), compararam os niveis
0.05% OM (mol/L), 0.10% OM e 0.20% OM de inclusao de CHBr3, e relataram que a propor¢ao
de acetato reduziu 4%, 14% e 20% entre os niveis de inclusdo respectivamente, enquanto a
propor¢ao de propionato aumentou, ¢ a relacdo A:P foi reduzida de forma significativa e linear

em 14%, 29% e 35% com o aumento da inclusdo de Asparagopsis na dieta dos novilhos.

Nesse sentido, embora as Archeas sejam as principais consumidoras de H. para
formag¢do de CHa entérico, outros microrganismos presentes no rimen também possuem a
capacidade de utilizar esse H: para formar produtos finais distintos (Indugu et al., 2024). Entre
esses microrganismos, se destaca as bactérias do género Prevotella, que utilizam o H:
disponivel para a produgdo de propionato (Denman et al, 2015). Portanto, as mudancas
observadas no presente estudo correspondem ao mecanismo de a¢do do CHBr3, evidenciando a
realocagcdo do H: para vias fermentativas de maior eficiéncia energética e consequentemente

redu¢do na emissao de CHa.

As proporg¢des de butirato ndo foram afetados pelo tratamento, corroborando com dados
observados por Alvarez-Hess et al., (2023) e Sena et al., (2024), que observaram que a
suplementagdo da dieta com CHBr3 ndo promoveu alteracdes na concentragdo do butirato no
meio ruminal, pois o Hz acumulado no rimen decorrente da inibigdo da metanogénese pelo
aditivo, € redirecionado para vias metabodlicas de maior capacidade de consumo de equivalentes
redutores, como a formagdo de propionato ou de valerato e isovalerato, em vez da rota do

butirato.

Todavia o valerato e isovalerato apresentaram efeito significativo em resposta ao
tratamento (P = 0,001) e (P<0,0001), respectivamente, sendo maiores suas propor¢des no
tratamento T2 com inclusdo do CHBrs. Anélise dos dados mostram picos de producao nas
primeiras 3 horas de fermentagdo em ambos os AGCC. Resultado semelhante foi relatado por
Alvarez-Hess et al., (2023), que observaram que a inclusdo do aditivo elevou a propor¢ao molar
de valerato (P < 0,001) e isovalerato (P < 0,001). Segundo os autores, esse aumento ocorre
devido a inibi¢do da metanogénese e o redirecionamento do H: para vias alternativas, como as
rotas de fermentacdo de aminodcidos, que levam a formacgao de isoacidos. Dessa forma, além
de refletir uma modulacdo qualitativa do perfil fermentativo, o incremento de valerato e
isovalerato ocorre devido ao maior fluxo de H: disponivel no ambiente ruminal e da

intensificagdo da fermentagdo proteica.
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6 Conclusao

A inclusdo de CHBr3 na dieta ndo alterou o pH ruminal e a concentracao total de nitrogénio

amoniacal (NHs-N), porém reduziu a relagdo acetato:propionato.
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7 Resumo

Com a intensificacdo da pecudria de corte brasileira torna-se indispensavel a adogdo de
estratégias nutricionais com capacidade de aumentar a eficiéncia produtiva e reduzir as
emissoes entéricas de metano (CH4), gas de elevado potencial de aquecimento global e
associado a perdas energéticas no metabolismo dos ruminantes. Entre os aditivos em
desenvolvimento com potencial mitigador de CHa, destaca-se o bromoférmio (CHBr3),
composto halogenado presente naturalmente em macroalgas do género Asparagopsis, que
possui acao inibitoria sobre a metil-coenzima M redutase ¢ interfere diretamente a rota final da
metanogénese. Nesse contexto, compreender sua influéncia sobre os pardmetros fermentativos
ruminais ¢ essencial para avaliar sua aplicabilidade em sistemas intensivos de producio de
bovinos de corte. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo de CHBr3
sobre o pH, a concentracdo de nitrogénio amoniacal (NHs-N) e o perfil de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) em tourinhos Nelore canulados e mantidos em recria confinada. O
experimento foi conduzido no Setor de Forragicultura da FCAV/UNESP, utilizando oito
animais distribuidos em delineamento quadrado latino duplo (2x2), com dois periodos
experimentais e dois tratamentos: dieta controle e dieta com inclusdo de CHBrs. A inclusdo do
aditivo ndo alterou de forma significativa o pH ruminal, que variou dentro da faixa fisioldgica
5,8-6,7, sendo o tempo pos-prandial o principal fator de variagdo. Em relacdo a NHs-N também
nao houve efeito de tratamento, embora tenha sido observada tendéncia de interagcdo entre
tratamento e tempo, com maiores picos nas horas 6 e 12 na dieta com CHBr3, possivelmente
associados ao acimulo de hidrogénio (Hz) e a menor assimilagdo de amdnia pelos protozoarios
ciliados em funcao da inibi¢dao das Archaeas metanogénicas. Além disso, o CHBr; modulou
qualitativamente o perfil fermentativo. A propor¢do de acetato foi inferior nos animais
suplementados com CHBr3, enquanto a concentragdo de propionato apresentou aumento
significativo, o aditivo também elevou as propor¢cdes de valerato e isovalerato. As
concentragdes de butirato, isobutirato e AGCC total ndo foram influenciados pela dieta, mas
variaram ao longo do tempo, refletindo o redirecionamento do H: para vias fermentativas mais
eficientes energeticamente. Conclui-se que a inclusdo de CHBr; na dieta ndo alterou o pH
ruminal nem a concentragao total de nitrogénio amoniacal (NHs-N), porém modificou o perfil
fermentativo, reduzindo a relagdo acetato:propionato.

Palavras-chave: 4cidos graxos de cadeia curta, bromoférmio, metano entérico, nitrogénio
amoniacal, pH, ruminantes
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8 Summary

The intensification of Brazilian beef cattle production has increased the need for nutritional
strategies capable of improving productive efficiency while reducing enteric methane (CHa)
emissions, a greenhouse gas with high global warming potential and associated with substantial
energy losses in ruminants. Among developing feed additives with CHa-mitigating potential,
bromoform (CHBr; a halogenated compound naturally found in macroalgae of the
Asparagopsis genus stands out due to its inhibitory action on methyl-coenzyme M reductase,
directly affecting the terminal step of the methanogenesis pathway. Understanding its influence
on ruminal fermentation parameters is therefore essential to assess its applicability in intensive
beef production systems. This study aimed to evaluate the effects of CHBr3 inclusion on ruminal
pH, ammonia nitrogen (NH3-N) concentration, and short-chain fatty acid (SCFA) profiles in
cannulated Nelore bulls during the growing phase under confinement. The experiment was
conducted at the Forage Sector of FCAV/UNESP, using eight animals allocated in a 2 x 2
double Latin square design with two experimental periods and two dietary treatments: a control
diet and a diet supplemented with CHBrs. Bromoform inclusion did not significantly alter
ruminal pH, which remained within the physiological range (5.8—6.7), with postprandial time
being the main source of variation. No treatment effect was observed for NHs-N, although a
trend for treatment x time interaction was detected, with higher peaks at 6 and 12 h post-feeding
in the CHBr3-supplemented group. These responses may be associated with hydrogen (H-)
accumulation and reduced ammonia assimilation by ciliate protozoa as a consequence of
inhibited methanogenic Archaea. In addition, CHBrs qualitatively modulated the fermentation.
Acetate proportions were lower in supplemented animals, whereas propionate concentration
increased significantly. The additive also elevated valerate and isovalerate proportions.
Concentrations of butyrate, isobutyrate, and total SCFA were not influenced by dietary
treatment but varied over time, reflecting the redirection of H> toward more energetically
efficient fermentative pathways. In conclusion, supplementation with CHBrs did not alter
ruminal pH or total ammonia nitrogen concentration; however, it modified the fermentative
profile, reducing the acetate:propionate ratio.

Keywords: short-chain fatty acids, bromoform, enteric methane, ammonia nitrogen, ruminal
pH, ruminants.
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