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PRODUCAO*“ IN VITRO” DE METANO, DIOXIDO DE CARBONO E OXIGENIO
UTILIZANDO LIQUIDO RUMINAL DE BOVINOS AL IMENTADOS COM DIFERENTES
RACOES

RESUMO - Este trabalho objetivou desenvolver uma metodologia “in vitro” simples e
de baixo custo para avaliagdo da producdo total de gas e proporcdes de metano,
diéxido de carbono, oxigénio e nitrogénio presentes no mesmo, oriundos do
processo fermentativo do liquido ruminal de bovinos. Foram avaliados os efeitos de
trés relacdes volumoso:concentrado (70, 50 ou 30% de volumoso, na matéria seca)
e de duas qualidades de feno de capim-coastcross Cynodon dactylon L. Pers.,
cultivar coastcross) sobre a producdo de metano, didéxido de carbono e oxigénio.
Foram avaliados também os efeitos da adi¢cdo do volumoso, do concentrado, da
mistura volumoso+concentrado e de cada componente do concentrado (milho, casca
do gréo de soja ou farelo de girassol) sobre a producéo destes gases dentro de
cada tratamento experimental. O tempo de fermentacdo foi de doze horas e as
medidas das producbes de gases (em mL) foram efetuadas em gasOmetros
especialmente projetados. As analises dos gases foram efetuadas em cromatografo
gasoso. As racdes com maiores porcentagens de concentrado e o volumoso de
melhor qualidade nutricional resultaram em maiores producdes de gas “in vitro”. As
ragbes com maiores porcentagens de volumoso e o volumoso de pior qualidade
nutricional resultaram em produ¢des de gas “in vitro” com maiores proporcdes de
metano e de oxigénio e menores de diéxdo de carbono. O aumento da
porcentagem de concentrados na ragao resultou em maiores producdes de metano
e de dioxido de carbono e menor de oxigénio. O ingrediente milho foi o que resultou
em maiores producbes médias de metano e de dioxido de carbono, seguido, em

ordem decrescente, pelo farelo de girassol e pela casca do grao de soja.

Palavras-chave: fermentacéo, meio ambiente, nutricdo, racdo, rimen, ruminantes



METHANE, CARBON DIOXIDE AND OXYGEN “IN MTRO” PRODUCTION USING
RUMINAL LIQUID OF BOVINES FED WITH DIFFERENT RATIONS

ABSTRACT - This work was conducted to develop a simple in vitro” methodology of
low cost to evaluate the total production of gas and methane, carbon dioxide, oxygen,
and nitrogen proportions, originated from fermentative process of rumen- liquid. The
effects of three roughage:concentrated relations (70, 50 or 30% of roughage, in dry
matter basis) and of coastcross grass (Cynodon dactylon L. Pers.) hay of two
gualities, on the production of methane, carbon dioxide, and oxygen. The effects of
the rumen-liquid mixed with the roughage, the concentrate, the roughage+concentrate
mixture, and each component (grain corn, soybean seed coats and sunflower meal) of
the concentrate on the production of these gases using the rumen fluid of each
experimental treatment were also evaluated. The substrates were fermented by twelve
hours and the gas production (in mL) was measured in gasometers especially
projected for this purpose. The gas analyses were accomplished by gas
chromatography. The diets with higher percentages of concentrate and the roughage
with higher nutritional quality showed higher “in vitro” production of gas. The diets with
higher quality roughage and lower nutritional quality showed in “in vitro” production of
gas with higher proportion of methane and oxygen and with lower proportion of carbon
dioxide. The increase of the concentrate percent in the diet resulted in higher
productions of methane and carbon dioxide and lower production of oxygen. Grains of
corn resulted in higher average productions of methane and carbon dioxide followed,

in decreasing order, by sunflower meal and soybean seed coats.

Keywords: environment, fermentation, nutrition, ration, rumen, ruminants



1. CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os ruminantes tém sido acusados atualmente como um dos maiores
responsaveis pela destruicdo da camada de ozénio e pelo aquecimento global
da Terra, devido a liberacdo de quantidades consideraveis de metano e de
dioxido de carbono na atmosfera. Além de que, a producdo destes gases tem
efeito negativo também para o animal, pois, no caso do metano, por exemplo,
resulta em perdas que variam de 2 a 15% da energia bruta ingerida (JOHNSON
et al., 1994).

Considerando os aumentos nas producdes de leite e carne necessarios
para atender as demandas crescentes das populacfes de varios paises e que
estes ndo devem ser obtidos através do aumento do nimero de animais e/ou de
area, considerando os riscos ambientais que podem acarretar, tais demandas

somente poderao ser atingidas através do incremento da produtividade animal.

Caso estratégias de alimentacdo baseadas em principios tecnologicos
sejam aplicadas, a eficiéncia de utilizagdo do alimento por unidade de producao
de leite, carne e/ou mesmo trabalho podera ser aumentada e, ainda, contribuir
potencialmente para a estabilizacdo da concentracdo de metano na atmosfera,
que € um parametro que cresce de importancia por ser objeto de negociacao
entre paises para a reducdo da emissao de, além deste, outros gases produtores
do “efeito estufa”. De acordo com levantamento realizado pela Embrapa Meio
Ambiente (LIMA et al., 1999) no Brasil, para o ano de 1994, 91% do metano
gerado a partir de fontes agricolas (total de 9,7 Tg) seriam provenientes da
fermentacdo no trato digestivo de ruminantes e mais 4% seriam oriundos do
tratamento de residuos animais. Segundo DRENNEN & CHAPMAN (1992) e
MCALLISTER et al. (1996), o metano contribui com apenas cerca de 19% do
aquecimento global causado por atividades humanas, porém, este gas é 4 a 6
vezes mais potente em gerar calor (efeito termogénico) do que o didxido de

carbono (CO,) (MCALLISTER et al., 1996). Segundo MOSS (2000), ainda que o



gas mais correlacionado com o efeito estufa seja o diéxido de carbono, uma
molécula de metano contribui 25 vezes mais para este efeito do que uma de

di6xido de carbono.

Devido a esse maior efeito termogénico, a concentracédo de metano, que
vem crescendo nos udltimos 30 anos cerca de 1% ao ano, poderia ser
estabilizada por uma reducdo de suas emissfes de apenas 10 a 20%,
comparada com uma reducao similar de 80 a 85% de CO, e outros gases
causadores do efeito estufa (LENG, 1993). Ainda que todos os ruminantes no
planeta produzam apenas 10 a 15% do total das emissdes globais de metano
(VAN SOEST, 1994), os ruminantes domeésticos representam uma das poucas
fontes de metano que podem de alguma forma ser manipuladas. Outras fontes
significativas de metano s&o tabuleiros de arroz inundado, pantanos e fontes

geotermais, a maioria desta ultimas no fundo dos oceanos.

Por muito anos, diversos experimentos foram conduzidos visando a
reducdo da producédo de metano em ruminantes. Inicialmente, estes eram apenas
de interesse nutricional, objetivando o aumento da eficiéncia alimentar através da
reducdo da parte energética dos alimentos perdida na forma de metano
(BENCHAAR et al., 2001). Ha poucos anos, um novo interesse relacionado a
reducdo na emissao de metano por ruminantes tem sido observado devido a este
gas ter sido identificado como um potente causador do efeito estufa, contribuindo
para a mudanca climatica e o aquecimento global (Tyler, 1991, citado por
BENCHAAR et al., 2001).

O metano é produzido em condicbes anaerGbias por bactérias
metanogénicas presentes no ambiente ruminal (LASSEY & al., 1997), sendo
influenciado pela idade e nivel produtivo do animal. A sua produgédo é modulada
principalmente pela presenca de didéxido de carbono e de hidrogénio livres no
ambiente ruminal, onde, a partir do hidrogénio livre, ocorre a reducao do diéxido
de carbono por microrganismos metanogénicos, com consequente formacao de
metano.

Segundo HEGARTY (1999), a reducdo da metanogénese pode ser

conseguida das seguintes formas: a) inibindo reacdes que liberam hidrogénio no



ambiente ruminal; b) promovendo reagdes alternativas que recebem o hidrogénio
durante a reoxidacdo de equivalentes redutores e; c) promovendo reacdes
alternativas consumidoras de hidrogénio. Tentativas para identificar inibidores
quimicos especificos para a producdo de metano ndo tem tido sucesso (LOPEZ
etal., 1999).

Em ruminantes, o metano é produzido basicamente pela fermentacao da
racdo no reticulo-ramen. O fator primario afetando a emissdo de metano do trato
gastrintestinal € a racdo, pelo fato de fornecer o substrato, direta ou
indiretamente, para as bactérias metanogénicas. E sabido que, certamente,
atributos fisiolégicos do animal interagem com a racdo e bactérias
metanogénicas em uma via complexa resultando em variagbes na emisséo de
metano. As bactérias metanogéncias, desta forma, também interagem de
maneira complexa com outras bactérias e protozoarios ruminais em uma
competicao pelo uso do hidrogénio para produzir metano e outros produtos finais
na fermentacdo entérica. O tipo de fermentacdo resultante pode variar de alta
emissao de metano, caracterizado por uma alta relacdo acetato:propionato, a
uma baixa emissdo de metano, caracterizado por uma baixa relagéo
acetato:propionato (JOHNSON & JOHNSON, 1995).

Até no final da década de 80, a avaliacao de alimentos era incorporada a
modelos que assumiam que havia um equilibrio entre proteina microbiana e o
suprimento energético, levando a conclusdo de que os nutrientes disponiveis
acima do requerimento para manutencao seriam utilizados com igual eficiéncia
(LENG, 1993). Porém, especialmente no caso de ruminantes alimentados
principalmente a base de forragens, observacoes experimentais néao
comprovaram tais concluses tedricas. Foi entdo constatado que em sistemas de
producdo a disponibilidade de nutrientes para a microbiota ruminal é o fator
primordial que define o limite superior de producdo (McALLISTER et al., 1996).
Caso haja uma menor eficiéncia de crescimento microbiano, isto €, a uma menor
eficiéncia de sintese de proteina microbiana, ocorrera uma baixa relacéo
proteina:energia nos nutrientes absorvidos e, consequentemente, uma maior

producao de metano.



Portanto, a emissdo de metano em relagdo a produtividade do ruminante
depende de dois fatores: a) a eficiéncia fermentativa no rimen e; b) a eficiéncia
de conversdo do alimento em produtos animais, que ndo é dependente apenas
da eficiéncia fermentativa, mas também do balanco de nutrientes absorvidos
apos a fermentacdo. Bovinos submetidos a racdes de baixa qualidade “perdem”
cerca de 15 a 18% da energia digestivel na forma de metano, ao passo que o
fornecimento de racbes balanceadas reduz a emissdo de metano para 7%
(LENG, 1990; LENG, 1993; McALLISTER et al., 1996). Resultados semelhantes
podem ser obtidos com o uso de ionoforos (LANA & RUSSELL, 1997), porém,
por se tratar de uma classe especial de antibiéticos, seu uso continuado tem
gerado reacdes contrarias por grupos de defesa de consumidores nos paises
industrializados, principalmente europeus.

A complexidade da estequiometria das diferentes reacdes bioquimicas
gue ocorrem durante a fermentacdo requer maiores estudos (BRUNI &
CHILIBROSTE, 2000). E sabido que imediatamente apds a incubacdo do
substrato no rumen, este é parcialmente solubilizado e os componentes sollveis
sdo rapidamente fermentados. Os componentes insollveis precisam
primeiramente serem hidratados e colonizados pelos microrganismos ruminais
para serem posteriormente fermentados. Diferentes substratos e seus
componentes apresentam resisténcias variadas a estes processos, resultando
em perfis de producao de gas distintos. Diante disto, Chamberlain (1994), citado
por BRUNI & CHILIBROSTE (2000), considerou a técnica de producéo de gas
como um indicador da atividade microbiana, ja que ambas estdo associadas a
fracdo energética dos alimentos disponivel no ramen, onde, conhecendo a
producéo total de gas e seu perfil, a atividade microbiana poderia ser estimada.

Para ocorrer uma digestao ruminal normal e produzir acetato, propionato e
butirato como nutrientes para o crescimento animal, a pressao de hidrogénio no
rimen precisa ser baixa (ULYATT & LASSEY, 2000; JOBLIN, 1999). No rumen,
isto ocorre quando bactérias metanogénicas, altamente eficazes na captura do
hidrogénio livre, utilizam o mesmo para produzir metano (JOBLIN, 1999).

Segundo este mesmo autor, a forma como o hidrogénio € utilizado no rimen é o



elemento chave para o controle da emissdo de metano por ruminantes, pois, €
sabido que a producdo de metano no rumen é diretamente proporcional a
concentracao de hidrogénio no mesmo (CZERKAWSKI et al., 1972).

Para obter-se o0 maximo de rendimento energético atraves da fermentacéo
anaerobia de carboidratos, € necessario que o hidrogénio produzido seja
utilizado para que ocorra a regeneracio de NAD" sem interferir no piruvato e nem
no acetil-CoA. A formacéo do metano é considerada consumidora de energia por
drenar o hidrogénio procedente de todos o0s microrganismos do ruamen,
permitindo um maior rendimento total de ATP. No rumen existem outros
consumidores de hidrogénio como, por exemplo, as conversdes de NO; em NH;
e de SO, em H,S e a saturacao de acidos graxos insaturados. Entretanto, estes
outros consumidores de hidrogénio nao apresentam grande importancia
quantitativa (FAHEY & BERGER, 1993). BEUVINK & SPOELTRA (1992)
verificaram que a relacao entre producao de gas e desaparecimento do substrato
pode néo ser linear quando o pH esta abaixo de 6,2, sendo imprescindivel a
utilizacéo de tampdes para garantir que 0 mesmo permaneca acima deste valor

durante a fermentagéo.

Desta forma, garantindo boas condicbes ruminais para o crescimento
microbiano e ajustando as ra¢des para que exista o correto balanco de nutrientes
absorvidos, o ruminante ira demonstrar seu potencial de producédo e, a0 mesmo
tempo, contribuird para a estabilizagdo do efeito estufa pela reducéo da emisséo
de metano. Para que ambos efeitos sejam atingidos, € necessario garantir 0 uso
de solucdes tecnoldgicas que viabilizem a adocao de racdes balanceadas em

funcdo da dindmica da microbiota ruminal.

Intervengbes na racdo dos animais parecem ser Viaveis, tanto
tecnicamente quanto na pratica, objetivando reduzir a producdo de metano por
unidade de produto animal pela otimizagdo do processo de fermentacao ruminal.
Neste aspecto, sistemas de producdo onde os ruminantes recebem racdes com
forragens de baixa qualidade nutricional, s&o 0s que possuem maiores
possibilidades de sucesso visando reduzir a sua emissao, considerando que alta

porcentagem de suplementacdo concentrada pode comprometer a especifica



habilidade desses animais de converter alimentos fibrosos em alimentos de
gualidade para a populacdo humana.

Estratégias para reduzir o aquecimento da Terra e aumentar a
produtividade animal requerem novos sistemas de producao, onde devem ser
consideradas as emissdes de metano e de outros gases que possam provocar
danos ao meio ambiente.

Sob condi¢cdes de campo, os rebanhos sdao compostos por diferentes
tipos de individuos e niveis de producdo, onde parametros nutricionais como
ingestdo de alimentos e composicdo de nutrientes da racdo, nao sao
frequientemente conhecidos (KIRCHGEBNER et al., 1995).

Utilizando dados de producdo de metano obtidos em varios estudos,
KIRCHGEBNER et al. (1994) propuseram um modelo considerando a ingestéao
de nutrientes, tais como: fibra bruta (FB), nitrogénio livre (Njve), proteina bruta
(PB) e extrato etéreo (EE), em kg/dia, para estimar a variagdo na emissdo de
metano de vacas em lactacdo, gestantes e em lactacdo, gestantes fora de
lactacdo, ndo gestantes e de novilhos, segundo a equacao abaixo, obtendo um

bom ajuste (r* = 0,92).

Emiss&o de metano (g/dia) = 63 + 79 (FB) + 10 (Njwe) + 26 (PB) - 212 (EE)

Foi verificado também que a inclusdo de propriedades dietéticas neste
modelo, tais como o tipo de forragem, aumentou o ajuste na predicdo da emissao
de metano. Foi notado que a maior emissao de metano, no caso de silagem de
milho quando comparada com produtos a base de capim, refletiu mais o efeito
das ragbes como um todo do que das caracteristicas nutricionais especificas dos
alimentos que as compunham (KIRCHGEBNER et al., 1994).

E esperado que o aumento na produtividade de bovinos em
crescimento/engorda resulte em declinio assintético da emissdo de metano por
quilo de carne produzida, num padrdo similar ao verificado por KIRCHGEBNER
et al. (1995) para vacas em lactacdo. Esses autores mostraram que houve

pequena contribuicdo da producédo de leite para a emissao total de metano,



explicada pelo fato de que aumentos na producéo de leite sGo acompanhados
por aumento no contetdo dietético de concentrados, geralmente pobres em fibra.
No entanto, desde que os alimentos ricos em fibra bruta sejam normalmente
usados para atender as exigéncias de manutencao, eles sdo responsaveis por
consideraveis quantidades de metano emitido na atmosfera. Desta forma, foi
verificado que aumentos na producdo de leite resultariam em declinio
proporcional assintético da emissédo de metano (efeito de diluicdo) por unidade
de produto (leite). Assim, por exemplo, segundo estes autores, um aumento na
performance animal para producdo de leite de 4000 para 6000 kg de
leite/vaca/ano resultaria numa diminuicdo na producdo de metano da ordem de
25% por quilo de leite produzido.

De fato, WALKER et al. (1997) relataram que novilhos alimentados com
grandes quantidades de alimentos, apresentaram maior ingestdo de matéria
seca, alcancando o peso de abate 90 dias mais cedo e produziram, em média,
11,9 kg a menos de metano em relagcdo aos novilhos “controle” (15,7 kg versus
27,6 k).

KIRCHGEBNER et al. (1995) verificaram que, em bovinos de corte criados
em regime de pasto, a emissao total de metano durante o periodo de produgéo
(engorda) foi aproximadamente duas vezes maior do que em bovinos confinados,
especialmente quando a qualidade da forragem e a producéo foram baixos.

A emissdo de metano por ruminantes varia largamente entre as espécies
e os sistemas de producdo (KIRCHGEBNER et al., 1995). Em vacas em
lactacao, foram observados entre 200 e 400 g/cabeca/dia (TYRRELL et al., 1988;
HOLTER & YOUNG, 1992). Bovinos em fase de crescimento e engorda liberaram
de 70 a 200 g/cabeca/dia (JOHNSON et al.,, 1991). Para ovinos e caprinos,
variou entre 10 e 30 g/cabeca/dia (ARIELI, 1994; ROWE et al., 1985). No entanto,
0s modelos que estimam essa emissao por pequenos ruminantes nao tém sido
validados até o momento sob variadas condic6es de campo e, nestas espécies,
maiores variacdes individuais a niveis similares de ingestdo de matéria seca tém
sido observadas (ULYATT et al., 1997).

Inicialmente, BLAXTER & CLAPPERTON (1965) relataram que a



producdo de metano por bovinos era influenciada pela ingestéo de alimentos
(expressa como multiplo das exigéncias de mantenca) e digestibilidade da
energia bruta. No entanto, para racdes pobres em forragens, JOHNSON et al.
(1991) verificaram ajuste insatisfatério para o modelo proposto por BLAXTER &
CLAPPERTON (1965). Além de que, KIRCHGEBNER et al. (1994) citaram que
ocorreram acréscimos na producdo de metano por vacas em lactagdo com o
aumento na ingestdo de matéria seca, o ajuste da equacado de regressao obtida
por este modelo foi insatisfatéria (> = 0,19). Considerando que a ingestdo de
matéria seca foi um mau preditor da quantidade de metano liberada e que a
digestibilidade da energia bruta da racdo foi pouco exata para descrever o
principal componente responsavel pela emissdo de metano, estes autores
sugeriram que as variagdes na emissao de metano podem ser melhor explicadas
pelas diferencas na composi¢céo dos nutrientes.

Em estudos com vacas em lactacao, utilizando a ingestdo de nutrientes
como variaveis de regressao, KIRCHGEBNER et al. (1994) mostraram que o
consumo de fibra foi o fator mais importante para estimar a liberacdo de metano.
Segundo esses autores, a estimulacdo da atividade de microrganismos
metanogénicos celuloliticos associados com racdes ricas em fibra bruta parece
ser 6bvio. Com ragbes contendo altas quantidades de carboidratos facilmente
fermentesciveis, o padrdo de fermentacdo muda em direcdo a outras formas de
diminuir o hidrogénio, como, por exemplo, formacao de propionato.

KIRCHGEBNER et al. (1994) também mostraram que a ingestdo de
proteina bruta possui pouca influéncia sobre a emissdo de metano. Em contraste,
a ingestéao de extrato etéreo a reduz drasticamente, mas, o efeito total € pequeno,

devido ao baixo conteudo deste nutriente nas ragdes para ruminantes.

MURRAY et al. (1976) mostraram que, aproximadamente, 10% do total de
metano liberado na atmosfera por ruminantes sdo produzidos no intestino grosso
dos mesmos.

A reacao de formacdo de metano é considerada consumidora de energia,

drenando o hidrogénio procedente de todas as reacdes quimicas que ocorrem no



rumen, permitindo um melhor rendimento total de adenosinatrifosfato (ATP). Esse
maior rendimento proporciona a formacdo de mais células microbianas,
aumentando, desta forma, a proteina disponivel para o ruminante. Isso indica que
a producdo de metano traz beneficio a estes animais, jA que promove uma
fermentacdo mais eficaz e mantém baixa a concentracao de hidrogénio no rimen
(CHURCH, 1976).

Existe uma interacdo muito importante entre determinadas bactérias
ruminais e a transferéncia interespecifica de hidrogénio. A interacdo entre as
espécies que produzem hidrogénio e as que o utilizam tem efeito regulador
importante na fermentagcdo ruminal. Este elemento quimico ndo se acumula no
rimen, sendo utilizado por espécies metanogénicas, junto com o diéxido de
carbono, resultando em producdo de metano. A eliminacdo do hidrogénio
presente no rimen pelas espécies metanogénicas estimula importantes espécies
microbianas produtoras de hidrogénio, tais como Ruminococcus albus, R.
flavefaciens, Salenomonas ruminantium e muitas outras a produzirem mais
hidrogénio, alterando seus metabolismos através de vias que proporcionem
maiores rendimentos de energia (CHURCH, 1976).

Estudos realizados por BLAXTER & CLAPPERTON (1965) demonstraram
gue a producao de metano por unidade de alimento ingerido foi negativamente
relacionada com o nivel de ingestédo. Desta forma, o fornecimento de racdo para
manutencao, favorecendo um aumento da digestibilidade, resultou em maior
producdo de metano por unidade de alimento ingerido. Estudos realizados por
HOLTER & YOUNG (1992) e JRSKQV et al. (1968) mostraram que a taxa de
fermentacdo é igualmente importante, ou seja, substratos com taxa de
fermentacao lenta (carboidratos estruturais) produzem mais metano por unidade
de substrato fermentado do que aqueles altamente fermentesciveis.

@PRSKOV et al. (1968) forneceram para vacas racdes variando a
proporcéo volumoso:concentrado de 100:0 a 20:80 e verificaram que a producéo
de metano diminuiu gradualmente com o aumento na quantidade de concentrado
fornecido, sendo que a racdo com relacdo 20:80 produziu metade da quantidade

de metano em comparacao a com relacdo 100:0.



Menor produgdo de metano, aumento na producdo de propionato e
diminuicdo na relacdo acetato:propionato foram observados em ruminantes
alimentados a vontade com racdes ricas em amido (JRSKOV et al., 1968). Esta
mudanca no padrdo de fermentacédo pode ser atribuida a um aumento na taxa de
fermentacdo, favorecendo a producdo de propionato ao invés de metano
(DEMEYER & VAN NEVEL, 1975).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivos: 1. desenvolver um
método “in vitro” de baixo custo, pratico, rapido e confiavel para quantificacédo e
qualificagdo dos gases produzidos nos processos fermentativos ruminais em
bovinos; 2. avaliar as producfes totais de gas “in vitro” e as proporcoes e
producbes de didoxido de carbono, metano e oxigénio do liquido ruminal
misturado com o volumoso, com o concentrado ou com o volumoso+concentrado,
oriundo de animais consumindo as diferentes racdes experimentais; 3. avaliar a
contribuicdo de cada um dos ingredientes dos concentrados das racoes
experimentais (milho, casca do grao de soja e farelo de girassol), em cada
tratamento experimental, sobre as producbes totais de gas “in vitro” e as
propor¢des e producdes de didxido de carbono, metano, oxigénio e nitrogénio; 4.
estabelecer correlacdes entre as producdes totais de gas, proporcdes e
producdes de metano, dioxido de carbono, oxigénio e nitrogénio, pH,
degradabilidades ruminais da matéria seca e das fibras em detergentes neutro e
acido e digestibilidades totais aparentes, em bovinos recebendo racdes com trés
relagdes volumoso:concentrado (70:30, 50:50 ou 30:70, na matéria seca) e duas

gualidades nutricionais de volumoso.
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2. CAPITULO 2 - METODOLOGIA PARA DETERMINACAO QUANTITATIVA
E
QUALITATIVA DA PRODUCAO DE GAS “IN VITRO”

Metodologia para Determinacdo Quantitativa e Qualitativa

da Producéo de Gas “in vitro”

2.1. RESUMO - As metodologias atuais para mensuracédo das quantidades de
gas produzidas pela atividade fermentativa no trato gastrointestinal superior dos
ruminantes exigem alto custo em instalagbes sofisticadas para se medir
diretamente nos animais ou sdo mensuracfes “in vitro”, onde sao utilizadas
poucas quantidades de liquido ruminal e de alimentos, além de solu¢des tampéo
em alguns casos, estando, portanto, sujeito a erros. Desta forma, este trabalho
teve por objetivo estabelecer uma metodologia “in vitro” para avaliacdo
guantitativa e qualitativa dos gases oriundos do processo fermentativo do liquido
ruminal de bovinos. Os gases avaliados foram o metano, o diéxido de carbono, o
oxigénio e o nitrogénio. A metodologia foi desenvolvida na Unidade Animal de
Estudos Digestivos e Metabdlicos do Departamento de Zootecnia e no
Laboratoério do Departamento de Engenharia Rural da FCAV-Unesp-Jaboticabal-
SP, de maio de 2001 a dezembro de 2002. A simplicidade e o baixo custo
caracterizam esta metodologia de avaliacdo da producdo de gas a pressao

constante, que utiliza 10 gramas de substrato em 800 mL de liquido ruminal.

Palavras-Chave: fermentacéo, nutricdo, rimen, ruminantes
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2.2. Introducéo

Muitos métodos estdo disponiveis para medir a producdo de gas em
ruminantes. Estes variam de incubacfes do conteudo ruminal durante curto
periodo (métodos indiretos) até elaborados sistemas em camaras calorimétricas
(métodos diretos). Em todos os casos ha vantagens e desvantagens. A escolha
dependerd, principalmente, se as medidas serdo realizadas em grupos de
animais ou individualmente, ou se os mesmos poderdo ser confinados em
camaras de respiracdo ou se movimentarem livremente durante as mensuracoes.

Entre os métodos disponiveis para avaliar animais individualmente,
existem os com area fechada, com uso de indicadores e os indiretos. Em relacéo
ao primeiro, a area devera ser totalmente fechada (MILLER & KOES, 1988) ou
podera ser utilizada uma mascara na cabeca dos animais (YOUNG et al., 1975).
Os métodos com indicadores incluem aqueles que utilizam is6topos (MURRAY et
al., 1976), como o hexafluoreto de enxofre (ULYATT et al., 1997; JOHNSON et al.,
1994), que € um gas encontrado na atmosfera em condi¢cdes normais. Nos
métodos indiretos, existem as estimativas da producdo de metano a partir da
producdo e concentracdo de acidos graxos volateis no rimen dos animais
(DIJKSTRA, 1994; LENG, 1993), através das caracteristicas dos alimentos
ingeridos pelos animais (HOLTER & YOUNG, 1992; BLAXTER &
CLAPPERTON, 1965) e pelo contetido ruminal incubado “in vitro” (BLUMMEL et
al., 1997; VAN KESSEL & RUSSELL, 1996; DAVIES et al,, 1995; FRANCE et
al., 1993; MENKE & STEINGASS, 1988).

Entre os métodos disponiveis para mensurar a producdo de gas em
grupos de animais, estdo também os de area fechada (LOCKYER, 1997), as
estimativas micrometeorologicas, em que pode ser utilizado indicador como o
hexafluoreto de enxofre, e as estimativas por meio das caracteristicas dos
alimentos ingeridos pelos animais. A maioria das mensurac¢des de producao de
gases em ruminantes encontradas na literatura tem sido realizadas em camaras

de respiragdo, que sdo altamente seguras para controlarem condigoes
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particulares. Por outro lado, poucas medidas tém sido feitas em animais sob
condic¢des naturais de pastejo (ULYATT et al., 1997) ou de confinamento.

A maioria dos equipamentos utilizados para medir a producdo de gases
em animais constituem-se de camaras respiratérias onde permanecem em seu
interior por determinado periodo. Estas camaras dispdem de meios para
introduzir alimentos e agua, assim como recolher os dejetos. Existe o tipo
fechado, onde o ar e os gases produzidos recirculam através da camara,
permanecendo o animal em seu interior por poucas horas. Existe também o
sistema aberto, onde o ar exterior circula continuamente pelo interior da camara,
obrigando realizacdes de medidas criteriosas e sucessivas da quantidade de ar
gue entra e sai na mesma, assim como avaliagdes qualitativas. Este € o0 método
mais utilizado com grandes animais, podendo ser obtidas amostras a tempos
determinados e analisados automaticamente, sendo as informacdes obtidas
armazenadas e processadas em computador. Tanto os tipos fechado como
aberto apresentam a inconveniéncia de serem métodos caros e permitem a
avaliacao de poucos animais ao mesmo tempo (CHURCH & POND, 1977).

A producéo de gas tem sido medida de trés formas: a pressdo constante;
a volume fixo e uma combinacdo dos dois métodos (aumento de volume
necessario para causar uma variacao de pressao pré-definida).

MALAFAIA et al. (1998), avaliando a cinética da degradacdo da matéria
seca dos capins-tifton, elefante e algumas braquiérias, da soja perene e da
silagem de milho por diferentes métodos “in situ” e “in vitro” e pela producéo de
gas (sistema manométrico), concluiram que a determinacdo manométrica e
volumétrica da producdo de gas apresentou menores variagbes nas
mensuracdes, sendo, portanto, recomendada para estimar as taxas de
degradacao dos alimentos utilizados na alimentagc&o de ruminantes.

Diversas variaveis, incluindo o tamanho da amostra, a quantidade de
inoculo, o tamanho do recipiente e o tipo de sensor de pressao tém sido
investigados para a determinacdo da faixa de producao “in vitro” de gas que
pode ser medida com boa precisdo (PELL & SCHOFIELD, 1993). THEODOROU

et al. (1994), reportaram alteracées no crescimento microbiano em sistemas “in
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vitro” quando os gases gerados em diferentes intervalos de tempos nao sao
extraidos do meio, enquanto que SCHOFIELD & PELL (1995) nédo verificaram
estas alteracoes.

BRUNI & CHILIBROSTE (2000) propuseram a mensuracéo da producdo
acumulada de gases, de maneira alternativa ao desaparecimento do substrato,
como indicador do metabolismo do carbono, centrando a atencdo nos produtos
finais da fermentacdo (diéxido de carbono, metano e &cidos graxos volateis).
Este sistema possui as vantagens de se estar medindo o resultado direto do
metabolismo microbiano, ao invés de se registrar o desaparecimento do
substrato, e de permitir o monitoramento a intervalos de tempos pré-
determinados sem interferir no processo fermentativo, permitindo um estudo mais
preciso da cinética de fermentag&o ruminal.

MENKE & STEINGASS (1988) propuseram que o CO, gerado no
processo fermentativo pode ser capturado pelo NH,, formando NH;HCO;,
levando a uma subestimacéo da quantidade produzida.

A producéo de diéxido de carbono durante a fermentagcédo de um substrato
resulta de duas fontes: direto dos passos metabdlicos como a descarboxilacdo
oxidativa do piruvato e das reacfes dos produtos finais da fermentacéo (acidos
graxos volateis) com o bicarbonato da solucdo tampéo (producéo indireta de
gas) (BEUVINK & SPOELTRA, 1992).

Diferentes teores de proteina na matéria organica fermentada podem
resultar na perda de uniformidade entre a producdo de gases e O
desaparecimento do substrato (BRUNI & CHILIBROSTE, 2000). Além disso,
imediatamente apds a incubacéo, o substrato € parcialmente solubilizado e os
componentes sollveis sdo rapidamente fermentados. Os componentes insollveis
precisam primeiramente serem hidratados e colonizados pelos microrganismos
ruminais para serem fermentados, onde diferentes substratos e seus
componentes apresentam resisténcias variadas a estes processos, resultando
em perfis de producédo de gases distintos. A complexidade da estequiometria
das diferentes reacdes bioquimicas que ocorrem durante a fermentacao requer

maiores estudos.
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Chamberlain  (1994), citado por BRUNI & CHILIBROSTE (2000),
considerou a técnica de producdo de gases como um indicador da atividade
microbiana, jA que ambas estdo associadas a energia contida nos alimentos
disponivel no ramen, onde, conhecendo a produgéo de gases, € possivel estimar
a atividade microbiana.

A técnica de mensuracdo da producdo de gases também tem sido
utilizada para determinar o valor nutritivo de plantas forrageiras em processos de
melhoramento genético e para auxiliar na compreensao das interacdes genotipo-
ambiente das principais espécies utilizadas nos sistemas de producédo (BRUNI &
CHILIBROSTE, 2000).

Uma utilidade alternativa pouco explorada do sistema de producao de gas
“in vitro” € o indicador do “status” interno do rimen (CHILIBROSTE et al., 1999),
podendo ser empregado para descobrirem mudancas na capacidade digestiva
“in vivo”.

Desta forma, o sistema de producéo de gases permite detectar diferentes
gualidades dos alimentos que néo puderam ser detectadas pelas determinacdes
tradicionais.

Diante disto, este experimento teve por objetivo estabelecer uma
metodologia simples e de baixo custo para avaliagdo quantitativa e qualitativa

dos gases produzidos pela fermentacao “in vitro” do liquido ruminal de bovinos.

2.3. Material e Métodos

Esta metodologia para a mensuragcdo quantitativa e qualitativa dos gases
produzidos pela fermentacdo “in vitro” do liquido ruminal de bovinos foi
desenvolvida durante seis meses na Unidade Animal de Estudos Digestivos e
Metabodlicos do Departamento de Zootecnia e no Departamento de Engenharia
Rural da FCAV/UNESP - Jaboticabal, SP. O método consiste, resumidamente,
de trés etapas: 1) Colheita do liquido ruminal e preparo da solucdo a ser
fermentada; 2) producdo e armazenamento dos gases gerados no processo

fermentativo e; 3) analise qualitativa do gas produzido. O esquema da
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metodologia foi baseada no aparato para mensuracdo da producdo de gas
citado por OSCAR et al. (1987) (Figura 1) e no aparato para determinacao
experimental da producéo de gas em fezes submetidas a fermentacdo anaerodbia

(Figura 2), denominado de biodigestor.

T =

Figura 1. Aparato para colheita de gas “in Figura 2. Esquema de um biodigestor utilizado
vitro”. A) amostrador de gas, B) para avaliar a producdo total de gas,
amostra em fermentacao, C) agua a principalmente metano e diéxido de
39°C, D) cilindro graduado e E) carbono, em fezes de animais em
solucéo de NaCl saturada a pH 2,5. processo anaerobio de fermentacao.
Fonte: Adaptado de OSCAR et al.

(1987).

As colheitas de liquido ruminal dos animais foram realizadas no periodo da
tarde, antes da segunda refeicdo do dia, com auxilio de bomba a vacuo e um
kitassato com capacidade de dois litros. Antes da colheita, os animais tiveram
um periodo minimo de adaptacéo as racdes experimentais de sete dias.

ApGs colhido, o liquido ruminal foi filtrado em tecido de nailon com malha
de 100 mm, medidos 800 mL em uma proveta e transferidos para garrafas de
vidro de cor ambar, com capacidade de 1000 mL. Em cada garrafa bram
adicionados 10 g do substrato a ser avaliado. Em uma das garrafas ndo foi
adicionado nenhum substrato, sendo utilizada como “controle”. As garrafas foram
alojadas por 12 horas em banho-maria, regulado a 39,5 + 2°C, e em ambiente
escuro (Figura 3), sendo o gas produzido neste periodo recolhido em recipientes
plasticos projetados para esta fungdo (Figura 4). Ao término do periodo de
fermentacédo, o gas gerado foi quantificado e transferido para um recipiente com

capacidade de 50 mL. Quanto menor este recipiente, mais eficiente sera a



substituicdo de todo o conteudo do seu interior (ar atmosférico) pelo gés
armazenado no reservatorio no momento de transferéncia do mesmo. Diante
disto, um recipiente de apenas 50 mL foi confeccionado ao invés de se utilizar um
de 250 mL pré existente e utilizado para avaliacdo de biogés, produzido em
biodigestores convencionais. A previa utilizacdo de vacuo pode auxiliar neste
processo (Figura 5).

A passagem do gas para o recipiente de transferéncia é necesséria
guando for inevitavel o transporte de todo o aparato experimental até o local onde
o cromatoégrafo estd instalado, assim como para evitar injecao acidental de agua
e/ou liguido ruminal no cromatografo gasoso, que é um equipamento muito
sensivel e delicado. Nas Figuras 6 e 7 sdo demonstrados os recipientes de
transferéncia antes e apés a injecdo do gas no cromatografo gasoso (Figura 8)
para as determinacdes qualitativas (propor¢cdes molares) de metano, dioxido de
carbono e oxigénio. A injecdo é realizada com a adicdo de agua destilada no
recipiente de transferéncia, que forca o deslocamento do gas para o
cromatografo (Figuras 6 e 7). A quantidade de gas injetada no cromatografo, por

amostra, foi de aproximadamente 10 mL para todas as amostras.

Figura 3. Garrafas com liquido ruminal colocadas em banho-maria e recipientes
confeccionados para 0 armazenamento dos gases produzidos



Figura 4. Recipientes confeccionados para Figura 5.
0 armazenamento dos gases
produzidos no processo
fermentativo “in vitro”.

Recipiente utilizado para a
transferéncia do gas
armazenado para 0
cromatografo gasoso (esquerda)
em comparagdo ao utilizado
para a transferéncia dos gases
oriundos de biodigestores
(direita).

Figura 6. Recipiente de transferéncia antes Figura 7. Recipiente de transferéncia apés a
da injecdo do g&s no injecdo do g&s no cromatdgrafo
cromatégrafo gasoso  pelo gasoso pelo acréscimo de agua no
acréscimo de agua no mesmo.

mesmo.
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Figura 8. Cromatdgrafo gasoso utilizado na analise das amostras

Apbs o término do periodo de fermentacdo, com o recipiente plastico para
armazenamento de gas colocado na posicao vertical, uma marca foi realizada em
cada um destes no local onde ocorria o encontro com a agua. Esta marca serviu
para determinar a quantidade de gas que havia antes do esvaziamento para a
avaliacdo qualitativa. Esta determinacéo foi efetuada preenchendo o recipiente
plastico com agua até atingir a marca e mensurando, com auxilio de uma bureta,
a quantidade de agua necessaria para isso, em mililitros.

Conhecendo a producao total de gas e as caracteristicas qualitativas do
mesmo (proporcdo molar de cada gas), foi possivel calcular as quantidades
proporcionais de cada gas produzido.

Antes e apés o periodo de 12 horas, pode ser determinado o potencial
hidrogeniénico (pH) de cada liquido ruminal utilizado para a incubac@o dos
substratos. Para isso, o pH pode ser obtido no liquido ruminal antes de inserir o
substrato ao mesmo e/ou no final deste periodo, apos filtrar o liquido ruminal com
0 substrato em um tecido com a mesma malha utilizada na primeira filtragem do
liguido ruminal, no momento de sua colheita, neste caso, 0 mesmo tecido de

nailon de 100 mm. Este procedimento diminui o possibilidade de erros na
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obtencdo dos valores de pH decorrentes da presenca de substrato (sélidos) no
meio. E sabido que o pH é influenciado pelo meio, que quanto mais densos
possuem, normalmente, maior conducdo de elétrons do que meios menos
densos, resultando em maior pH. Por isso a importancia de se filtrar o material a
ser medido o pH apdés o processo fermentativo para, desta forma, tirar o
substrato remanescente que ndo foi degradado e que poderia influenciar
(superestimar) a leitura do pH.

Antes da incubacédo dos substratos e terminado o processo fermentativo,
apos filtragem do liquido ruminal como citado anteriormente, foram colhidos cinco
mililitros de amostra e adicionado um mililitro de acido metafosférico a 25%,
sendo as amostras posteriormente congeladas. Este procedimento objetivou
futuras determinacbes das proporcdes de &cidos graxos volateis e das
concentracdes de nitrogénio amoniacal nas amostras, antes e apés a incubacéo
com os substratos em cada tratamento experimental.

A opcéo pela colheita do liquido ruminal dos animais no periodo da tarde
possibilitou o uso do cromatografo gasoso durante o dia, coincidindo com o
horario de funcionamento dos Laboratérios, evitando transtornos operacionais.
Desta forma, as 12 horas de fermentagcéo ocorreram durante a noite. A utilizacéo
de vidros ambares tem por objetivo reduzir os efeitos da luz sobre 0 meio. As
colheitas realizadas no periodo noturno favorecem também este aspecto, pois as
amostras tem menor contato com luz no momento da colheita e auséncia total
durante as 12 horas de fermentacao.

A proporcdo da quantidade de substrato a ser fermentado sobre a
guantidade de liquido ruminal colocado nas garrafas neste experimento foi de
1,25% (peso/volume), estando préximo ao utilizado por SMACCHIA et al. (2000)
em vacas leiteiras, que foi 1% (peso/volume). Estes autores utilizaram 30 mL de
liquido ruminal e, como substratos, amostras de forragem de alfafa, feno de alfafa
ou nenhum deles (“controle”). Verificaram maior atividade microbiana nos
sistemas incubados com os substratos em comparacdo ao “controle” e que a
relacdo CO,:CH, foi maior apds trés horas de fermentacédo do que apds 24 ou 48

horas e que ndo houve diferenca entre as ultimas. A avaliacdo da relacéo
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CO,:CH,, que relaciona as atividades microbianas totais (CO,) com as
atividades microbianas metanogénicas (CH,;), sugere que a auséncia de
diferenca entre 24 e 48 horas nao justifica que o periodo de incubacdo seja
superior a 24 horas quando se deseja avaliar as producdes de CO, e CH, em
sistemas “in vitro”. Com base nessas consideracdes e na freqiéncia de
alimentacdo a que os animais experimentais eram submetidos (duas refei¢coes
diarias, com intervalo de 12 horas entre elas), o tempo de incubac¢éo de 12 horas
foi considerado.

Tempos maiores de fermentacéo também levam a um maior acumulo de
produtos finais da fermentacdo no meio, que podem resultar em alteragdes nos
resultados. Além disso, a alteracao na freqiiéncia de entrada de novo substrato
no meio maior do que 12 horas também pode, possivelmente, alterar os
resultados.

E possivel que tempos menores de incubacdo estdo mais sujeitos a erros
devido efeitos externos a pré-incubacéo (colheita do liquido ruminal, filtragem e
mensuracao das quantidades a serem incubadas), como, por exemplo, inevitavel
contato com 0 oxigénio e outros gases atmosféricos, incidéncia de luz, possivel
alteracdo de temperatura do meio e agitacéo.

O precursor do cromatografo gasoso foi feito para analisar os acidos
graxos volateis do rimen nas décadas de 1950 e 1960. Desde entdo esta
técnica tem sido muito desenvolvida, assim como os instrumentos utilizados para
a sua realizacdo. Estes instrumentos sdo capazes de analisar quase todos 0s
compostos que podem ser vaporizados e que sao encontrados em estado
gasoso. A amostra a analisar é colocada no aparelho, sendo movida através de
uma coluna cromatogréfica quente por meio da injecdo de um outro gas. Este
processo requer pequenas quantidades de amostra e permite a separacéo
guantitativa de compostos quimicos com bastante rapidez (CHURCH & POND,
1977).

No momento das mensuracfes do total de gas produzido (em volume),
foram determinados também a pressdo destes (em milimetros de coluna de

agua) e a temperatura ambiente (em °K), objetivando calcular os volumes dos
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gases nas Condigbes Normais de Temperatura e Pressao (CNTP), conforme
descrito abaixo e citado por CAETANO (1985):

P,V,T,* =RV, T, ", onde: V,= volume corrigido do biogas, em m’;
P, = presséo corrigida do biogas (10.332,72 mm H,0);
T, = temperatura corrigida do biogas (293,15 °K);
V, = volume de biogéas nas condicdes de leitura, em m?
P, = pressao do biogas no gasémetro (em mm H,0) €;
T, = temperatura local no instante da leitura (em °K).

E importante ressaltar que nesta metodologia o volume de gés gerado no
processo fermentativo é mantido a pressédo praticamente constante, pois,
entende-se que uma alteracdo na pressdo pode resultar na variacdo dos

resultados experimentais, tanto quantitativos como qualitativos.

2.4. Discusséao

As técnicas que utilizam os modelos animais “in vivo” teoricamente
resultam nos dados mais confidveis, obtendo a maior aproximacdo possivel.
Estas técnicas representam a melhor forma de avaliacdo biologica de um
alimento, porém, apresentam alto custo, como, por exemplo, manter um elevado
namero de animais em instalactes especificas, e lentiddo em comparagdo com
os sistemas “in vitro” (SAADOUN & CABRERA, 2000).

O método “in vitro” é comumente utilizado pela rapidez, ou quando é
requerido grande nimero de analises em uma determinada avaliagdo. Entretanto,
0 acumulo dos produtos finais da fermentacdo, assim como a ragdo a que o
animal doador do liquido ruminal estava sendo submetido, podem afetar os
resultados (CHERNEY et al., 1993).

Quando se deseja comparar dados de producao de gases “in vitro” com
dados “in vivo”, alguns pontos importantes tém que ser considerados: é muito
dificil determinar precisamente quais produtos resultardo da fermentacdo da
fracdo sollvel dos alimentos no rimen dos animais; a reducdao do tamanho das

particulas dos alimentos ocorre pela mastigacdo, processo este fisicamente
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diferente do processo de moagem mecénica; da mesma forma, a simulagao da
taxa de passagem no sistema “in vitro” € problematica. Mas, apesar destas
consideragcbes, os dados de producdo de gases podem contribuir para o
entendimento da digestdo ruminal e descricdo dos diferentes alimentos e, desta
forma, predizer a performance animal de forma mais exata.

Tem que ser considerado que dados de desaparecimento do substrato no
rimen e de producdo de gases sao diferentes e ndo podem ser comparados
diretamente em valores absolutos, pois, no caso do desaparecimento do
substrato, é considerado principalmente o material insolavel, enquanto que na
producdo de gases, a fracdo solavel possui muita importancia (BRUNI &
CHILIBROSTE, 2000). BLUMMEL & BECKER (1997) verificaram que a produgdo
de gases de 200 mg de fibra em detergente neutro (FDN) é maior do que 200
mg da forragem como um todo e sugeriram que a eficiéncia com que o material
fermentavel € incorporado as células microbianas € uma explicacdo para a maior
producéo de gases da FDN. Entretanto, a contribuicdo das fracdes sollveis dos
alimentos para a producdo de gases, formacdo de massa microbiana e,
consequentemente para o animal, pode ser maior do que a contribuicdo da
fracdo fibrosa durante as primeiras horas de fermentacéao.

Uma utilidade alternativa e pouco explorada do sistema de producéo de
gas “in vitro” é como indicador do “status” interno do rimen (CHILIBROSTE et al.,
1999), podendo ser empregado para descobrirem mudancas na capacidade
digestiva “in vivo” ou elucidar limitagdes digestivas de um substrato. Segundo
BRUNI & CHILIBROSTE (2000), o sistema de producao de gas “in vitro” pode ser
utilizado, ainda, como indicador do metabolismo do carbono de maneira
alternativa ao desaparecimento do substrato, centrando a aten¢&o nos produtos
finais da fermentacéo (didxido de carbono, metano e &cidos graxos volateis).

A maioria dos métodos de mensuragcédo da producdo de gases “in vitro”
implicam na incubagdo do alimento com o liquido ruminal e diversas solugcfes
tampao (SMACCHIA et al., 2000). Os elementos utilizados na confec¢cao destas
solucbes podem modificar a composi¢cdo da microflora do liquido ruminal

utilizado, considerando que algumas espécies sd80 muito sensiveis
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(BROUDISCOU et al., 1999). BEUVINK et al. (1992) verificaram que a relacao
entre producdo de gas e desaparecimento do substrato pode ndo ser linear
guando o pH se encontra abaixo de 6,2, sendo imprescindivel a utilizacdo de
tampdes para garantir que 0 mesmo permaneca acima deste valor durante a
fermentacao.

Estudos onde foram incubados diversos substratos durante 24 horas em
sistemas fechados “in vitro” com liquido ruminal de ovinos alimentados com feno
de alfafa, sem solugcdo tamp&o, mostraram que o inoculo utilizado teria
capacidade suficiente para amortizar as mudancgas de pH durante a incubacéo
(SMACCHIA et al., 1995). Posteriormente, estes mesmos autores comegaram 0
conduzir os seus experimentos sem a adi¢cdo de solucbes tampdo aos meios,
verificando que o pH durante as incubacdes “in vitro” de liquidos ruminais de
bovinos em pastejo, sem a adicdo de solu¢cdes tampéao, permaneceram dentro
das variacbes observadas “in vivo”, independente dos substratos utilizados
(SMACCHIA et al., 2000).

A maioria dos métodos de mensuracdo da producdo de gas “in vitro”
implicam na incubacdo do alimento com o iquido ruminal e diversas solucdes
tampao. Os elementos utilizados na confecgéo destas solugbes podem modificar
a composicdo da microflora do liquido ruminal utilizado, considerando que
algumas espécies sdo muito sensiveis a pequenas variagdes do meio em que se
encontram (BROUDISCOU et al, 1999).

CAMPOS et al. (2000) afirmaram que as diferencas nos resultados de
producdo de gas verificadas no seu trabalho podem ter sido causadas pelas
diferentes amostragens dos 2,0 mL de liquido ruminal. Quanto maiores as
guantidades de liquido ruminal e de substratos utilizados no processo
fermentativo, menor seré a possibilidade destas diferencas. Pelos dados obtidos
por estes mesmos autores, pode-se concluir gue quanto menor for a quantidade
de amostra de alimentos utilizada, maior sera o coeficiente de variacdo entre as
repeticdes e, portanto, menor seré a precisédo dos resultados obtidos. Entretanto,
guanto maior for a quantidade de amostra, para uma mesma quantidade de

liquido ruminal, e/ou quanto maior for o tempo de fermentag&o, maior sera a



reducdo do valor de pH do meio. O pH é um fator essencial para o crescimento
microbiano que, certamente, exige uma certa cautela quando se trabalha com
alimentos concentrados, que, geralmente, proporcionam uma maior diminuicao
deste.

Theodorou et al. (1998), citados por BRUNI & CHILIBROSTE (2000),
publicaram uma ampla revisao sobre o0s principios quimicos e fisicos que estdo
associados com o uso da técnica de producdo de gases, sendo que os fatores
mais importantes séo: a solubilidade dos diferentes gases nos liquidos, o tipo de
fermentacéo, a producéo indireta de gases a partir das solu¢des tampéo do meio
de cultivo, o contetdo de nitrogénio da amostra, o tamanho das particulas e o
processamento das amostras.

Quando se deseja avaliar um sistema continuo, como no caso da
degradacao dos alimentos no rimen, seriam inadequadas as determinacdes das
concentragbes dos produtos finais da fermentagdo ou simplesmente a
mensuracdo quantitativa e qualitativa do substrato remanescente apds um
determinado periodo de incubacdo. Neste contexto, a técnica de producdo de
gads ‘“in vitro” é uma importante metodologia auxiliar, apresentando alta
capacidade operacional e baixo custo, no qual os perfis dos gases produzidos
podem ser gerados utilizando sistemas semi ou totalmente automatizados. O
conhecimento dos produtos finais da fermentagdo (quantitativamente e
gualitativamente) e dos residuos ndo fermentados, permitem estimar a taxa, a

extensao e a eficiéncia do processo fermentativo ruminal.
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3. CAPITULO 3 - PRODUCAO DE GAS “IN VITRO” E PROPORCOES DE
METANO, DIOXIDO DE CARBONO E OXIGENIO NO
LIQUIDO RUMINAL DE BOVINOS ALIMENTADOS COM
DIFERENTES RACOES

Producéo de Gas “in vitro” e Proporc¢des de Metano, Dioxido de Carbono
e Oxigénio no Liquido Ruminal de Bovinos Alimentados com

Diferentes Racdes

3.1. RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de trés
relagbes volumoso:concentrado (70, 50 ou 30% de volumoso, na matéria seca)
e de dois fenos de capim-coastcross (Cynodon dactylon L. Pers, cultivar
coastcross) com diferentes qualidades nutricionais sobre a producgao total de
gas e as proporcdes de metano, dioxido de carbono e oxigénio no raimen dos
animais. Foram utilizadas seis ragc0es que apresentavam a mesma relagcéo
entre energia metabolizavel fermentdvel no rdmen (em Mcal) e proteina
degradavel no rimen (em gramas) de 31,7. Um sistema “in vitro” foi utilizado
para avaliar os efeitos das adi¢des do volumoso, do concentrado, da mistura
volumoso+concentrado ou da auséncia destes substratos (“controle”) aos
liquidos de ramen colhidos dos animais em cada tratamento experimental. Os
liguidos ruminais foram colhidos de seis animais canulados no ruamen
adaptados aos alimentos estudados Seis animais canulados no rumen foram
utilizados como doadores de liquido ruminal. O tempo de fermentacédo foi de
doze horas e a medi¢cdo da quantidade de gas produzido em cada avaliacdo
(em mL), foi efetuada em gasémetros especialmente projetados e as analises
dos gases foram efetuadas em cromatdgrafo gasoso. As racdes com relacéo
volumoso:concentrado de 30:70 resultaram em maiores producdes ruminais de
gas “in vitro” do que as com relacbes 50:50 ou 70:30 (837 versus 654 e 617
mL, respectivamente) e menores propor¢cdes de metano (49,9 versus 53,6 e
55,2%, respectivamente). Entretanto, com o aumento da producéo total de gas,
houve um aumento nas producBes de metano e de didxido de carbono, apesar

de ter ocorrido reducdo nos seus valores percentuais. Com 0 oxigénio e o



nitrogénio, o aumento da producdo total de gas conduziu a reducdo dos

mesmaos, tanto na proporc¢éo quanto na producéo.

Palavras-Chave: fermentacdo, meio ambiente, nutricdo, racdo, ramen,

ruminantes

3.2. Introducéo

Os ruminantes tém sido acusados atualmente de serem um dos maiores
responsaveis pela destruicdo da camada de ozbnio e pelo aquecimento global
da Terra, devido a liberagdo de quantidades consideraveis de gases na
atmosfera. Estratégias para reduzir esse aquecimento e aumentar a
produtividade animal requerem novos sistemas de producéo, onde devem ser
consideradas as emissfes de metano e de outros gases que possam provocar

danos ao meio ambiente.

7

O metano é produzido em condicbes anaerdGbias por bactérias
metanogénicas presentes no ambiente ruminal, sendo modulado
principalmente pela presenca de dioxido de carbono e de hidrogénio livres no
ambiente ruminal onde, a partir destes, ocorre a formagédo de metano por
microrganismos metanogénicos (LASSEY et al.,, 1997). O excesso de
hidrogénio produzido durante a fermentacdo de carboidratos e proteinas para
subsequente formacgéo de acidos graxos volateis (acetato e butirato) € utilizado
para o crescimento microbiano, biohidrogenagéo de &acidos graxos insaturados
e producdo de acido graxo glicogénico (propionato e valerato), sendo assumido
gue o restante seria completamente utilizado para a producdo de metano
(BENCHAAR et al,, 2001). Os carboidratos podem influenciar a quantidade de
metano produzido no ramen, onde os fibrosos, como a hemicelulose e a
celulose, podem resultar em maior proporcdo de metano durante a
fermentacdo do que os néao fibrosos (WILKERSON et al., 1995). Além disso, a
qualidade da fibra pode exacerbar ou limitar a quantidade e qualidade dos

gases produzidos durante a fermentacao ruminal.



Parece ser viavel intervencdes na racdo dos animais objetivando a
otimizacdo do processo de fermentacdo ruminal e, consequentemente, reducao
da producéo de metano por unidade de produto animal, tanto tecnicamente
guanto na pratica. Pouco se sabe a respeito da influéncia de volumosos de pior
ou melhor qualidades nutricionais, associados a diferentes proporcbes de
concentrados, sobre a quantidade dos principais gases produzidos durante a
fermentacdo no rumen dos bovinos. Com o0 avan¢o tecnolégico da nutricao
animal, alternativas  alimentares  abrangendo  diferentes  relacbes
volumoso:concentrado associadas a diferentes ingredientes estdo sendo
pesquisadas objetivando a méxima eficiéncia alimentar com consequente
aumento da producéo bovina (GALATI et al., 2002).

A técnica de producdo de gas é fundamentada na simulacdo das
fermentacdes ruminais em frascos de vidro inoculados com microrganismos
ruminais, sendo que o gas produzido pode ser medido em intervalos pré-
determinados (MAURICIO et al, 1998).

Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a producao total de gas e as
proporcoes e producdes de metano, dibxido de carbono e oxigénio resultantes
da fermentacédo “in vitro” do liquido ruminal de bovinos alimentados com racdes
com diferentes relagbes volumoso:concentrado (70, 50 ou 30% de volumoso) e
com volumosos de duas qualidades nutricionais, quando foram adicionados o
volumoso, o0 concentrado, o0 volumoso+concentrado ou nenhum destes

substratos ao mesmo.

3.3. Material e Métodos

Foram utilizados seis bovinos mesticos [Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus) canulados no rimen, com peso médio de 550 kg e aproximadamente
trés anos e meio de idade. O experimento foi conduzido em seis periodos,
onde cada animal recebeu ao acaso uma das seis ragoes experimentais. Cada
periodo teve duracédo de dez dias, sendo sete de adaptacéo e trés de colheitas,

que foram feitas no oitavo e no décimo dia, usadas como repeticao.



Seis racgdes foram confeccionadas, uma para cada tratamento
experimental (Tabela 1), com diferentes relagbes volumoso(V):concentrado(C)
(70V:30C, 50V:50C ou 30V:70C) e diferentes fenos de capim-coastcross
(Cynodon dactylon L. Pers., cultivar coastcross), um considerado melhor e
outro de pior qualidade nutricional (Tabela 2), ambos moidos em particulas de
aproximadamente 2 cm.

As ragbes apresentavam a mesma relacdo (31,7) entre energia
metabolizavel fermentavel no raimen (Mcal) e proteina degradavel (g) (Tabela
3). Os animais receberam as ra¢fes em duas refei¢cdes diarias, de 4,5 kg de
matéria seca (MS) cada, as 7h30min e as 18h30min. A quantidade de alimento
fornecida foi estabelecida em funcdo do consumo méaximo diario verificado na
racdo com a maior porcentagem do volumoso de pior qualidade nutricional, de

forma a ndo permitir sobra.

Tabela 1. Composicéo das racdes experimentais fornecidas diariamente aos animais.

Racdo experimental Ingrediente (em kg de matéria natural)

Relagdo  Qualidade Milho Casca do Farelo Sal
v:C do volumoso Feno moido grédo de soja de girassol Uréia mineral
70:30 FR® 7,00 1,00 1,33 0,67 0,07 0,04

FB® 7,00 1,00 1,33 0,67 0,00 0,04
50:50 FR 5,00 3,08 1,28 0,64 0,07 0,04
FB 5,00 3,08 1,28 0,64 0,02 0,04
30:70 FR 3,00 5,09 1,27 0,64 0,06 0,04
FB 3,00 5,09 1,27 0,64 0,03 0,04

"Relacdo V:C = relacdo volumoso:concentrado; “FR = feno de pior qualidade nutricional;
B = feno de melhor qualidade nutricional
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Tabela 2. Composicdo bromatolégica e qualitativa dos ingredientes das ragcdes experimentais.

Na matéria seca”

Matéria Em % Em Mcal/kg
Ingrediente seca (%) PB PD NDT EE FDN FDA EM EMfe”
Feno pior 92,4 40 22 51 1,6 819 479 1,76 1,70
Feno melhor 91,8 10,4 6,2 56 2,2 76,4 43,6 2,07 1,99
Milho moido 89,1 10,0 75 89 37 280 28 3,65 3,52
Casca do gréo de soja 90,9 13,3 10,2 84 2,3 72,5 50,0 3,26 3,18
Farelo de girassol 91,8 30,8 12,3 66 3,3 55,2 39,2 240 2,28
Uréia 99,0 282 282 0 0 0 0 0 0
Sal mineral 95,0 0 0 0 0 0 0 0 0

'PB = Proteina Bruta; PD = Proteina Degradavel; NDT = Nutrientes Digestiveis Totais
estimados;
EE = Extrato Etéreo; FDN = Fibra em detergente Neutro; FDA = Fibra em Detergente Acido;
EM Energia Metabolizavel; EMfe = Energia Metabolizavel Fermentavel;
®Estimada pela seguinte formula: EMfe = EM - (0,035 x EE) (AFRC, 1993)

Tabela 3. Pardmetros nutricionais das diferentes ragdes experimentais, na matéria seca.

Relacéo volumoso (V):concentrado (C)

70V:30C 50V:50C 30V:70C
Qualidade do volumoso FR FB FR FB FR FB
% PB* 9,7 12,1 10,8 12,5 12,0 13,0
% NDT 59,5 63,2 67,4 70,1 75,3 76,8
Relacdo NDT:PB 6,15 5,24 6,22 5,59 6,29 5,92
Relacdo NDT:PD® 8,96 8,63 8,62 8,44 8,40 8,31
Relacdo EMfe*:PD 31,42 31,42 31,39 31,39 31,44 31,44

FR Feno de plor qualidade nutricional; FB = feno de melhor qualidade nutricional;
Protelna Bruta; *Nutrientes Digestiveis Totais; *Proteina Degradavel;
Energ|a Metabolizavel Fermentavel

No calculo dos teores de nutrientes digestiveis totais (NDT) utilizados
nas Tabelas acima, foram utilizadas as equacdes de regressao para as classes
de alimentos 1 e 4 propostas por SCHNEIDER et al. (1952) para a espécie
bovina.

A classe 1 inclui todas as forrageiras e volumosos cortados e secos
(forrageiras secas e grosseiras (volumosos), feno de leguminosa ou né&o
leguminosa, palha, forragem (parte aérea sem espigas, palhas e
inflorescéncias) e outros produtos com mais de 18% de fibra, cascas). Além

disso, produtos como a casca de amendoim, casca de caroc¢os de algodéo e de



V)

aveia também s&o classificados como volumosos e incluidos neste classe
(McDOWELL et al., 1974). Para esta classe, a seguinte formula foi utilizada

para estimar o teor de NDT:

NDT = 92,464 - 3,338(FB) - 6,945(EE) - 0,762(ENN) + 1,115(PB) + 0,031(FBY’ - 0,133(EE)” +
0,036(FB)(ENN) + 0,207(EE)(ENN) + 0,1(EE)(PB) - 0,022(EE)*(PB)

A classe de alimentos 4 inclui os alimentos energéticos, tais como graos
de cereais, com baixos teores de celulose, frutas, nozes e raizes, além de
outros produtos com menos de 20% de proteina bruta e menos de 18% de fibra
bruta (McDOWELL et al., 1974). Para esta classe, a seguinte férmula foi

utilizada para estimar o teor de NDT:

NDT = - 202,686 - 1,357(FB) + 2,638(EE) + 3,003(ENN) + 2,347(PB) + 0,046(FBf +
0,647(EEY +
0,041(FB)(ENN) - 0,081(EE)(ENN) + 0,553(EE)(PB) - 0,046(EE)*(PB)

As colheitas de liquido ruminal e os processamentos dos mesmos desde
a incubacdo até as mensuracdes quantitativas e qualitativas dos gases
produzidos e os calculos para as Condicbes Normais de Temperatura e
Pressao (CNTP) foram efetuados conforme exposto no Capitulo 2. Neste caso,
para cada animal foram usadas quatro garrafas com 800 mL de liquido ruminal
em cada uma das duas colheitas (repeticbes) por periodo experimental. Na
primeira garrafa foram adicionados 10 g do respectivo volumoso (pior ou
melhor), na segunda, 10 g do concentrado utilizado na respectiva racao e, na
terceira, 10 g da ragcdo (volumoso+concentrado). Na quarta garrafa nada se
adicionou, sendo utilizada como “controle”.

O experimento foi conduzido em um delineamento em quadrado latino
com seis periodos. Cada periodo durou dez dias, sendo sete dias de
adaptacédo e trés de colheita, sendo duas colheitas: uma no oitavo dia e outra
no décimo (repeticao).

Para a andlise estatistica dos dados, para cada substrato avaliado

(“controle”, volumoso, concentrado ou volumoso+concentrado) foi utilizado o



delineamento em quadrado latino com seis periodos (tratamentos
experimentais). Para a avaliacdo dos diferentes substratos dentro de um
mesmo tratamento experimental, foi utilizado o delineamento em blocos
casualizados, com quatro tratamentos (diferentes substratos) e seis repetices
(animais), onde os blocos controlaram os efeitos dos diferentes periodos
experimentais. As andlises em quadrado latino foram efetuadas com auxilio da
planilha eletrénica EXCEL da Microsoft®, enquanto que para as em Blocos
Casualizados, foi utilizado o programa computacional ESTAT, desenvolvido
pelo Polo Computacional do Departamento de Ciéncias Exatas da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, campus
de Jaboticabal, SP.

3.4. Resultados e Discussao
3.4.1. Producéo Total de Gés

A maior produgdo de gas foi verificada nos liquidos ruminais oriundos
dos animais que receberam as racdes 30V:70C, independente do substrato
adicionado (Figura 1a). Nas amostras onde n&do se adicionou nenhum substrato
(“controles”), foi verificada grande diferenca entre o0s tratamentos
experimentais, sendo esta de aproximadamente 225% entre as racoes
70V:30C e 30V:70C, enguanto que nestas mesmas amostras, quando o0s
concentrados foram adicionados como substrato, a diferenca foi menor (35%).
Entretanto, as producdes totais foram baixas quando comparadas as obtidas

na presenca de qualquer dos substratos estudados.
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Figura 1. Producdo de gas (em ml) devida a adicdo de diferentes substratos ao liquido ruminal
de bovinos alimentados com racles com diferentes relacdes
volumoso(V):concentrado(C) (la) e com volumosos de pior (FR) ou melhor
qualidades nutricionais (FB) (1b).

Conc. = Concentrado.

3.4.1.1. Efeito do Concentrado

As maiores producdes de gas foram verificadas nos liquidos ruminais
onde foram adicionados somente 0s substratos concentrado. Quando se
adicionou o substrato volumoso+concentrado, as produgbes de gas foram
intermediarias aos dos substratos volumoso e concentrado, sendo que, nos
animais que receberam as racdes 50V:50C e 30V:70C, as médias para estes
substratos foram mais proximas as verificadas para o substrato concentrado,
engquanto que nos animais que receberam a racdo 70V:30C, este valor se

aproximou mais da média verificada para o substrato volumoso.

3.4.1.2. Efeito da Qualidade do Volumoso

Os liquidos ruminais dos animais alimentados com o volumoso de
melhor qualidade nutricional apresentaram maior producao total de gas quando
se adicionaram os substratos volumoso ou volumoso+concentrado aos liquidos
ruminais (Figura 1b). Os animais alimentados com este volumoso

apresentaram producdo de gas para o substrato volumoso+concentrado mais



proximo a producgdo verificada para o substrato concentrado do que para o
substrato volumoso, sendo que, neste caso, 0 substrato
volumoso+concentrado proporcionou maior producdo de gas. O substrato
concentrado proporcionou maior producdo de gas nos liquidos ruminais
oriundos dos animais alimentados com o volumoso de pior qualidade
nutricional, contrariamente ao obtido com o0s substratos volumoso ou
volumoso+concentrado, conforme ja descrito.

Analisando os valores médios obtidos em cada tratamento experimental
(Tabela 4 e Figura 2), foram verificadas diferencas (P<0,05) nas seguintes
situacOes para cada substrato adicionado ao meio: para o “controle”, as racoes
30V:70C proporcionaram maiores producdes de gas em comparacdo as
70V:30C, independente da qualidade nutricional do volumoso utilizado na
alimentacdo dos animais, indicando que o liquido ruminal oriundo de animais
alimentados com elevadas propor¢cdes de concentrado possui propriedades
inerentes que o faz produzir gas em maior intensidade do que quando se utiliza
liquido ruminal de animais alimentados com elevada ou média proporcdes de
volumosos; para o0 substrato volumoso, a racdo 30V:70C nos animais
alimentados com o volumoso de melhor qualidade nutricional proporcionou
maior producéo de gas do que os animais alimentados com o volumoso de pior
gualidade nutricional na racdo 70V:30C; para o substrato concentrado, a racao
30V:70C nos animais alimentados com o volumoso de pior qualidade
nutricional proporcionou maior producdo de gas do que os animais alimentados
com o volumoso de pior qualidade nutricional na racdo 70V:30C e; para o
substrato volumoso+concentrado, a racdo 30V:70C proporcionou maior
producdo de gas, independente da qualidade nutricional do volumoso utilizado
na alimentacdo dos animais, do que os animais alimentados com o volumoso

de pior qualidade nutricional na ragéo 70V:30C.



Tabela 4. Producdo de géas “in vitro” (em mL) no liquido ruminal de bovinos alimentados com
volumosos de pior (FR) ou de melhor qualidades nutricionais (FB) e submetidos a
ragbes com diferentes relacdes volumoso(V):concentrado(C), como inoculantes de
diferentes substratos.

Tratamento experimental

70V:30C 50V:50C 30V:70C cv
Substrato FR FB FR FB FR FB Média (%)
“Controle” 150" 169" 320" 326" 535" 508 "° 335 38,69
Volumoso (V) 401°¢ 536°%°"  5707B%  1078°" 587°  797"* 595 2333
Conc.' (C) 78252 816”P2 92372 g75”Ba 11417 1018°%* 926 20,01
V+C 527  707"%*  766"%°  840"®* 1048"* 986"* 812 24,14
Média 465 557 645 663 846 827 - -
CV (%) 9,60 12,69 10,80 19,24 12,93 10,97 - -

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes, dentro de cada coluna, e de letras
maiulsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Conc'. = Concentrado.
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Figura 2. Producdo de gas “in vitro” (em mL) no liquido ruminal de bovinos alimentados com
volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades nutricionais (FB) e submetidos a ragdes
com diferentes rela¢cdes volumoso(V):concentrado(C), como inoculante de diferentes

substratos.

O volumoso de melhor

qualidade nutricional

na

ragcdo 30V:70C

proporcionou maior producdo de gas do que o de pior qualidade nutricional na



racdo 70V:30C (P<0,05). Entretanto, quando se utilizou o substrato
concentrado, o volumoso de pior qualidade nutricional nas racdo 30V:70C
proporcionou maior producdo de gas do que o mesmo volumoso na ragéo
70V:30C.

Esses resultados indicam que o concentrado da ragdo tem maior
influéncia na producéo de gas quando o volumoso utilizado na alimentacédo dos
animais € de pior qualidade nutricional. O concentrado parece ser melhor
digerido quando em altas propor¢cdes nas racdes com o volumoso de pior
gualidade nutricional. A inclusdo de volumoso de melhor qualidade nutricional
em alta proporgdo resultou na mesma producgédo total de gas via concentrado
do que quando se utilizou concentrado em alta proporcédo. Estes resultados
confrontam com o0 secular conceito de que a fermentacdo de volumosos e de
concentrados sdo decorrentes de vias metabdlicas e de microrganismos
distintos dentro das condi¢gdes ruminais.

Quando se incubou o substrato volumoso+concentrado, a qualidade do
volumoso ndo mais influenciou a producdo de gas, sendo que os liquidos
ruminais oriundos de animais alimentados com racdes com altas propor¢coes de
concentrado, tanto com os volumosos de pior ou de melhor qualidades
nutricionais, apresentaram maiores producdes de gas do que o liquido ruminal
oriundo de animais alimentados com racdes com baixas proporcdoes de

concentrado e volumoso de pior qualidade nutricional (P<0,05) (Tabela 4).

Os liguidos ruminais dos animais que receberam as racdes com a
mesma relacdo V:C, ndo apresentaram efeito da qualidade dos volumosos para
nenhum dos substratos ou para o “controle”, corroborando com as deducdes ja
efetuadas.

Ainda na Tabela 4, pode-se estimar teoricamente, através dos valores
de producdo total de gas observados para o0s substratos volumoso e
concentrado isoladamente, qual a produgdo esperada no substrato
volumoso+concentrado em cada tratamento experimental, considerando as
propor¢cdes de volumoso e de concentrado em cada um deles, verifica-se que
os valores estimados sdo sempre inferiores aos realmente mensurados. Isto

estaria indicando, provavelmente, a existéncia de um efeito sinérgico entre
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esses substratos. Quando foi utilizado o volumoso de pior qualidade nutricional,
estas diferencas foram pequenas, com média de 3,28%, sendo de 2,28, 2,61 e
4,96% nas racgdes 70V:30C, 50V:50C e 30V:70C, respectivamente. Quando foi
utiizado o volumoso de melhor qualidade nutricional, estas diferencas foram
maiores, com meédia de 9,18%, sendo de 12,31, 11,67 e 3,55% nas racdes
70V:30C, 50V:50C e 30V:70C, respectivamente. Resumidamente, foi verificado
gue quando se utilizou o volumoso de melhor qualidade nutricional, maior foi a
diferenca percentual entre as producdes teoricamente esperadas e realmente
observadas, havendo uma reducdo nesta diferenca com a diminuicdo do
volumoso na ragdo. Ao contrério, no caso dos animais alimentados com o
volumoso de pior qualidade nutricional, houve aumento desta diferenca
percentual entre as producdes teoricamente esperadas e realmente
observadas com a reducdo do volumoso na racéo. Isto indica que quem produz
essa diferenca entre os valores de producdo total de gas observados e os
esperados € o0 volumoso.

Analisando as Figuras 2d, 2e e 2f, é verificado que a maior diferenca
entre os volumosos de melhor e de pior qualidades nutricionais ocorreu na
racdo com maior proporcdo de volumoso (70V:30C). Na ragcédo 30V:70C, nao foi
verificada grande diferenca, sugerindo que a composicdo dos distintos
concentrados, um para os animais alimentados com o volumoso de melhor
gualidade nutricional e outro para os animais alimentados com o volumoso de
pior qualidade nutricional, ndo resultou em diferenca nitida na producéo total de
gas “in vitro” como observado para os diferentes volumosos. Tais ocorréncias
corroboram a afirmacao descrita acima sobre o maior efeito do volumoso na
producdo qualitativa de gas do que do concentrado, assim como a existéncia
de efeitos sinérgicos.

Desta forma, fica evidente a dificuldade de se trabalhar com estimativas
no ambiente ruminal, devido, provavelmente, as intensas interacbes
microbiologicas e quimicas existentes.

Para a producdo total de gas, dentro do delineamento em quadrado
latino utilizado neste experimento, ndo se verificou efeito de linhas

(representado pelos diferentes animais utilizados no experimento), denotando a



similaridade existente entre os mesmos. Entretanto, existiram diferencas entre
colunas (representado pelos diferentes periodos experimentais), denotando a
importancia de se tentar isolar (bloquear) os seus efeitos sobre os resultados
nos delineamentos estatisticos utilizados em experimentos desta natureza.

Os coeficientes de variacdo variaram de 9,6 a 38,7%, denotando a
importancia de se trabalhar com o maximo de repeticbes e com a maior
guantidade de liquido ruminal possiveis na tentativa de minimizar o erro
experimental. O maior coeficiente de variagdo foi verificado no substrato
“controle” (38,69%). Para os demais substratos, variou de 20,41 a 24,14,
enquanto que, entre as diferentes relagbes volumoso:concentrado, variou de
9,60 a 19,24%, valores estes considerados baixos para experimentos desta

natureza.

3.4.2. Proporcdes de Metano, Dioxido de Carbono e Oxigénio
no

Gas Produzido

Observando a Tabela 5 e a Figura 3, verifica-se que 0s animais que
receberam a racdo 70V:30C apresentaram maiores propor¢cdes meédias de
metano (CHs) e de oxigénio (O2) e menor de didxido de carbono (CO;) do que
as racdes 50V:50C e 30V:70C, sendo que entre estas Ultimas, as diferencas
foram menores.

Em uma extensa revisdo sobre a producdo de metano por ruminantes,
MOSS (2000) relatou que o tipo de racdo oferecida aos ruminantes pode ter
uma grande influencia na produgcdo de metano. A relagéo
volumoso:concentrado pode influenciar a fermentacdo ruminal, sendo esperado
menor propor¢do de metano com o aumento da proporgcédo de concentrados na
racdo (FAHEY & BERGER, 1993). VAN SOEST (1994) indicaram que racoes
ricas em gréos e/ou a adicdo de carboidratos soluveis influenciaram os
parametros fermentativos no rimen, com aumento da taxa de passagem,
reducdo do pH e eliminacdo ou inibicdo de algumas populagbes de
protozoarios ciliados e bactérias metanogénicas.
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Tabela 5. Propor¢gdes de metano (% CH,), diéxido de carbono (% CO,) e oxigénio (% Q) “in
vitro” no liquido ruminal de bovinos submetidos a racBes com diferentes relacdes
volumoso(V):concentrado(C) e com volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades
nutricionais (FB).

Tratamento Experimental

70V:30C 50V:50C 30V:70C cv
Substrato FR FB FR FB FR FB Média (%)
% CH,
“Controle” 71,5 70,4"%* 3,578 §1,18P2 5g5°P2  519P2  g28 915
Volumoso (V) 61,9”% 583" 548" 536" 5707 5118 564 989
1 Ab Ab Ac Ab Ab Aa
conc.* (C) 51,8"° 50,3 45,3 49,2 44,9 46,9 48,1 10,18
V+C 56,9 49,77% 150,175 513% 4625  421% 494 11,66
Média 60,6 57,2 53,4 53,8 51,7 48,0
CV (%) 12,56 9,83 9,36 6,24 7,25 14,92
% CO,
“Controle” 24,1°° 28,8°P°¢ 3518 37978CP 408"B" 472" 356 16,16
Volumoso (V) 36,6%% 40,8%%° 445%% 45877 42278 484" 431 12,03
conc. (C) 47,6°% 492°% 543% 503" 547 523 514 960
V+C 42,1%% 496" 494" 483°%% 534 575" 501 11,62
Média 37,6 421 45,8 45,6 47,8 51,3
CV (%) 20,65 12,51 11,11 7,44 8,61 14,02
% O,
“Controle” 399" 257%  140°* 1,08°"* 051°* 0367 165 23,09
Volumoso (V) 144" 0917% 068°%° 054%" 048%? 033°® 0,73 42,34
Conc. (C) 067°° 0617 043°%" 045" 036°® 024 046 27,21
V+C 0,93 066" 050%° 0465%" 0358% 029°°° 053 3563
Média 1,76 1,18 0,75 0,63 0,43 0,31
CV (%) 19,30 12,10 32,32 24,10 23,29 12,33

Médias seguidas de letras minlsculas diferentes, dentro de cada coluna e de cada gas, e de
letras mailsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Conc. = concentrado

A adicdo do substrato concentrado aos liquidos ruminais de todos os
tratamentos experimentais resultou em producdo de gas com menores
propor¢cdes de CH; e de O, e maior proporcao de CO, em comparacdo aos
“controles”, independente da relacdo V:C, o que indica que mesmo havendo
disponibilidade de CO, (Figura 3c), ndo houve transformacédo acentuada deste
em CH,, talvez devido a presenca de poucas bactérias metanogénicas nestes

casos e/ou pouca atividade das mesmas.
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Figura 3. ProporcGes de metano, didxido de carbono e oxigénio devido a adicdo de diferentes
substratos ao liquido ruminal em bovinos alimentados com ragGes com diferentes

relagbes volumoso(V) : concentrado(C) e com volumosos de pior (FR) ou de melhor
qualidades nutricionais (FB).

A producdo de dioxido de carbono durante a fermentacdo de um
substrato resulta de duas fontes: a) direto dos passos metabdlicos, como a

descaboxilagcdo oxidativa do piruvato e; b) das reacbes dos produtos finais da



fermentacdo (&cidos graxos volateis) com o bicarbonato da solugcdo tampéao
(producéo indireta de gas) (BEUVINK & SPOELTRA, 1992). MENKE &
STEINGASS (1988) propuseram que o CO, gerado no processo fermentativo
pode ser capturado pelo NH4 formando NHsHCOs;, levando a uma
subestimacao da quantidade produzida.

Na fermentacdo metanogéncia, o hidrogénio produzido por espécies nao
metanogénicas € utilizado para reduzir CO, a CHy. Na fermentacdo néao
metanogénica, o hidrogénio € utilizado para reduzir CO, a acetato. O potencial
para producdo de acetato através do dioxido de carbono existe no rimen, mas
a producéo de metano sempre predomina. Assim, o conhecimento das bases
fisiologicas e bioquimicas da producdo preferencial de metano através do
dioxido de carbono, ao invés de acetato, € um pré-requisito para a manipulacao
da fermentacao ruminal (MILLER, 1995).

Os *“controles” apresentaram maiores propor¢coes de CH; e de O, e
menores de CO;, com excecdo da mcédo 30V:70C, onde os valores obtidos
para os trés gases avaliados foram proximos aos verificados nas amostras
onde foram adicionados o volumoso. As maiores diferengas entre os “controles”
e 0s demais substratos, para os trés gases avaliados, foram verificadas nas
ragdes 70V:30C.

Quando se adicionou o substrato volumoso+concentrado (racdo) aos
liquidos ruminais, as propor¢cdes dos gases oriundos do processo fermentativo
foram intermediarias aos verificados para o volumoso ou para o concentrado
guando adicionados exclusivamente. Excec¢éo foi verificada para o tratamento
30V:70C, quando o volumoso de melhor qualidade nutricional foi utilizado na
alimentac&o dos animais, onde o substrato volumoso+concentrado resultou em
menor propor¢do de CHs, maior de CO; e intermediario de O,, em comparacao
aos substratos volumoso ou concentrado exclusivamente.

BENCHAAR et al. (2001), avaliando estratégias dietéticas para reduzir a
producdo de CH; em ruminantes, verificaram que o0 aumento na proporcdo de
concentrado resultou em edugcédo de 40% na sua produgcéo e que o uso de
forragem mais digestivel (menos madura) resultou em reducédo de 15%. Além

disso, segundo SMACCHIA et al. (2000), as diferencas na quantidade de



metano emitida por bovinos dependem, entre outros fatores, do tipo de
carboidratos ingeridos pelos animais, além da quantidade, e das consequentes
modificacdes na microflora ruminal.

O volumoso de melhor qualidade nutricional apresentou maior
desaparecimento da matéria seca e das fibras em detergentes neutro e acido
apo6s as 12 horas de incubacgédo “in situ” (Tabela 6), resultando, desta forma, em
maior valor de NDT. Provavelmente, as diferencas principalmente quanto a
composicdo dos carboidratos da parede celular proporcionaram este maior
desaparecimento. Geralmente, as racdes que possuem alta digestibilidade
apresentam menor teor de fibra e maior teor de amido e de lipideos, que
proporcionam reducdo na emissao de metano, pois, bactérias que fermentam o
amido podem competir com as bactérias metanogénicas pelo hidrogénio
disponivel no ridmen para produzirem grandes quantidades de propionato
(RUSSELL, 1998). Esta diferenca pode explicar as alteracbes qualitativas
verificadas entre os tratamentos quando os animais foram alimentados com

volumosos de diferentes qualidades nutricionais.

Tabela 6. Desaparecimento médio (em %) da matéria seca (MS) e das fibras em
detergentes neutro (FDN) e acido (FDA) dos volumosos de melhor ou pior
qualidades nutricionais, apés 12 horas de incubacéo “in situ”.

MS FDN FDA
Volumoso de melhor qualidade nutricional 34,23 18,94 17,46
Volumoso de pior qualidade nutricional 24,38 13,90 5,16

Segundo CHURCH & POND (1977), o metano constitui a maior parte
dos gases combustiveis nos ruminantes, correspondendo de 3 a 10% da
energia bruta ingerida pelo animal, dependendo da natureza da racdo e do
nivel de consumo de alimentos. Ainda segundo estes mesmos autores, as
racoes de pior qualidade nutricional produzem maiores propor¢cdes de metano
e, geralmente, a porcentagem de energia bruta perdida na forma de metano
diminui com o0 aumento no consumo de alimentos.

Em estudos com vacas leiteiras em producao, utilizando a ingestado de

ingredientes como variaveis em equacdes de regressdo para estimar a



producdo de metano, KIRCHGEBNER et al. (1995) verificaram que o consumo
de fibra bruta foi o fator mais importante. A influéncia da fibra bruta na
producdo de metano (79 g de metano por quilo de fibra bruta) ocorre pela
estimulacdo das bactérias celuloliticas metanogénicas da microflora ruminal.
Pelo contréario, racbes contendo altas quantidades de carboidratos facilmente
fermentaveis estdo associadas com o consumo de hidrogénio para a sintese de
propionato. A quantidade de metano produzido esta relacionada com os
produtos finais obtidos mediante a fermentacdo dos carboidratos (FAHEY &
BERGER, 1993).

A relacdo inversa verificada entre as propor¢cdes de CH; e CO; na
Tabela 5 é esperada, jA que, para a producdo de CH,, as bactérias
metanogénicas utilizam o CO, presente no ambiente ruminal.

De maneira geral, quando os animais foram alimentados com o
volumoso de melhor qualidade, a proporcédo dos gases oriundos da adicao do
substrato volumoso+concentrado ao liquido ruminal se assemelhou mais a
proporcdo obtida com o0 substrato concentrado exclusivamente. Quando
alimentados com o volumoso de pior qualidade nutricional, as propor¢cdes dos
gases apresentaram valores intermediarios aos verificados para os substratos
volumoso ou concentrado exclusivamente. Assim, o padrdo de fermentacdo
ruminal quanto a producédo de gas se altera na dependéncia da qualidade do
volumoso da racdo. A degradabilidade dos ingredientes pode nao ser
modificada, mas, provavelmente, o desempenho animal refletira essas
mudancas.

Os maiores coeficientes de variacdo ocorreram nas andlises de O,
provavelmente devido a pequena participacdo deste gas no ambiente ruminal,
0 que tornou a sua quantificagdo mais dificil em comparacdo aos outros dois
gases avaliados e, desta forma, mais sujeita a variacdes. Com excecao para o
teor de O, no tratamento 30V:70C, quando foi utilizado o volumoso de melhor
gualidade nutricional foi verificado efeito significativo (P<0,05) de bloco
experimental, denotando a importancia de se bloquear os diferentes periodos

experimentais dentro do delineamento experimental.



3.4.3. Producdes de Metano, Dioxido de Carbono e de
Oxigénio
no Liquido Ruminal e Correlacbes com a Producéo
Total

de Gas

Na Tabela 7 encontra-se as producbes de metano, dioxido de
carbono e oxigénio “in vitro” no liquido ruminal de bovinos submetidos a
racOes com diferentes relagdes volumoso:concentrado e volumosos de pior
ou melhor qualidades nutricionais, enquanto que na Tabela 8 encontra-se as
equacdes de regressao relacionando a producao total de gases com as
producbes e as proporcbes molares de metano, diéxido de carbono,
oxigénio e nitrogénio, considerando os diferentes substratos adicionados ao
liquido ruminal.

Analisando as equacdes de regressao, € verificado que com o aumento
da producao total de gas durante o processo fermentativo, ocorreu, também,
um aumento nas producfes de metano e de dioxido de carbono, apesar de
gue, no caso do metano, haver excecéo para o substrato “controle”.

Para os gases metano e diéxido de carbono, houve uma alta correlagcéo
entre producdo total de gas e producdo destes gases, enquanto que a
correlacdo entre a producdo total de gas e as proporcdes destes foi
ligeiramente inferior.

Para o oxigénio e o nitrogénio, o aumento da producédo total de gés
conduziu a uma reducdo tanto na propor¢cdo destes no gas quanto nas suas
producdes individuais, com excecdo para 0 substrato racdo, que foi o que
apresentou menores correlacdes, tanto para a producdo de oxigénio como para
a producéo de nitrogénio (0,29 e 0,11, respectivamente). Para as proporc¢oes
de di6xido de carbono, de oxigénio e de nitrogénio, o substrato racdo também
foi que apresentou menores valores de correlagdo em relacdo aos demais

substratos avaliados.
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Tabela 7. Producbes de metano (mL CHj,), didxido de carbono (mL CO;) e oxigénio (mL O,) “in
vitro” no liquido ruminal de bovinos submetidos a ragcdes com diferentes relacdes

volumoso(V):concentrado(C) e volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades
nutricionais (FB).
Tratamento Experimental
70V:30C 50V:50C 30V:70C cv
Substrato FR FB FR FB FR FB Média (%)
mL CH,
“Controle” 1075 119% 20578 19778 309" 263" 200 36,38
Volumoso (V)  248%° 31478P 31778 3p5ABa  335ABD  3gqAd 355 10,03
conc.! (C) 404°%  4127%%  4217%%  4347"%* 519" 466"%% 442 14,46
V+C 203B° 3547Ba 3ggABAb 437 ABa 490" 429”82 308 20,75
Média 263 300 333 347 413 388
CV (%) 17,39 17,73 1442 21,57 20,47 17,61
mL CO,
“Controle” 36°°  50°°  1228C9  1p5ABCC  pp3ABC pgqAc 131 49,86
Volumoso (V) 14785  2178° 250”8 pg1ABb  30pABD 399 AP 266 35,38
conc. (C) 37452 39972 498”2 438”2 g1g”  5o5B2 478 26,62
V+C 229C°  348BC2  374BCP  405”BCa  55gfBd goa”® 419 28,70
Média 197 253 311 312 430 470
CV (%) 2821 2204 19,62 23,57 11,58 13,50
mL O,

“Controle” 6,48"% 481" 3848 3278 3148 3998 431 2833
Volumoso (V) 558" 4,797%% 358°@ 298B" 2 g7BCP 3764BC2 395 2707
conc. (C) 5167 4,72”* 383" 383" 455" 416" 437 19,25
V+C 464 444" 363" 3617 365" 3515 399 1865
Média 547 4,69 3,67 3,42 3,55 3,86
CV (%) 2054 19,68 16,00 14,55 23,89 24,88

Médias seguidas de letras minlsculas diferentes, dentro de cada coluna e de cada gés, e de
letras mailsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Conc. = concentrado



Tabela 8. Equac8es de regressao relacionando a producao total de gas (valor X das equacdes,
em mL) com as proporcdes (em %) e producdes de metano, diéxido de carbono,
oxigénio e nitrogénio (em mL), considerando os diferentes substratos adicionados
ao liquido ruminal.

Substrato Equacéo Correlagao (r) Equacao Correlagao (r)
% de Metano mL de Metano
“Controle” Y = 37,31 + 0,0269 X 0,71 Y =-20,9 + 0,5508 X 0,99
Volumoso (V) Y =53,5-0,0062 X 0,65 Y = 32,59 + 0,4409 X 0,99
Conc. (C) Y =57,22 -0,0132 X 0,85 Y =109,47 + 0,3293 X 0,97
V+C Y =55,53 - 0,0118 X 0,70 Y =51,06 + 0,3978 X 0,98
% de Dibéxido de Carbono mL de Diéxido de Carbono
“Controle” Y = 5,61 + 0,0665 X 0,96 Y =-60,95 + 0,5185 X 0,99
Volumoso (V) Y =15,53 + 0,0391 X 0,91 Y =-149,10 + 0,6647 X 0,99
Conc. (C) Y = 29,52 + 0,0203 X 0,81 = - 160,56 + 0,6604 X 0,98
V+C Y =225+0,03 X 0,94 Y =-141,1 + 0,6511 X 0,99
% de Oxigénio mL de Oxigénio
“Controle” Y = 2,56 - 0,0039 X 0,92 Y = 3,13 - 0,0004 X 0,30
Volumoso (V) Y =1,62-0,0016 X 0,86 Y =5,68 - 0,0039 X 0,71
Conc. (C) Y =0,82 - 0,0004 X 0,47 Y =2,14 + 0,0026 X 0,29
V+C Y =1,16 - 0,0008 X 0,95 Y = 4,12 - 0,0006 X 0,36
% de Nitrogénio mL de Nitrogénio
“Controle” Y = 54,46 - 0,0895 X 0,92 Y =78,73 - 0,0694 X 0,89
Volumoso (V) Y =29,31 - 0,0313 X 0,86 Y =112,65 - 0,105 X 0,80
Conc. (C) Y =12,68 - 0,0069 X 0,48 Y = 42,01 + 0,0171 X 0,11
V+C Y =20,81 -0,0174 X 0,95 Y = 86,42 - 0,0492 X 0,89

“Conc. = concentrado

3.4.4. Potenciais Hidrogenidnicos

Na Tabela 9 e na Figura 4 encontram-se 0s potenciais hidrogeniénicos

(pH) médios devido a adicdo dos distintos substratos ao liquido ruminal de

animais submetidos a rac6es com diferentes relacées volumoso:concentrado e

a volumosos de melhor ou pior qualidades nutricionais.

Para os valores de pH ndo foram verificadas diferencas significativas

entre os tratamentos experimentais apos o periodo de incubacéo. Entretanto,

entre os substratos, os “controles” apresentaram maiores valores em todos o0s

tratamentos experimentais (P<0,05), com excecdo para as racbes 30V:70C,

gue foram semelhantes aos substratos volumosos, independente da qualidade

do volumoso utilizado na alimentacdo dos animais. Entre os demais substratos,



nao foram verificadas diferengas. Interessante notar que os valores de pH dos
substratos volumoso+concentrado foram préximos ao menor valor registrado
para 0s substratos volumoso ou concentrado isoladamente, sendo que,
considerando ser este uma mistura destes substratos (Tabela 1) e que as
guantidades de material incubados foram iguais, esperava-se um valor mais
intermediario, proximo a média, e ndo proximo ao menor dos valores
verificados para os substratos em sparado. Tal comportamento demonstra a

complexidade das relacdes existentes no ambiente ruminal.

Tabela 9. Potenciais hidrogeniénicos médios dos liquidos ruminais apés incubagdo com os
distintos substratos por doze horas, em cada tratamento experimental.

Tratamento Experimental

70V:30C 50V:50C 30V:70C cv
Substrato FR FB FR FB FR FB Média (%)
“Controle” 707" 6,987 597°%%  651°° 600°° 6007 642 8,88
Volumoso (V) 631" 608" 571" 604" 575% 575%° 594 597
conc.* (C) 579°° 5787 55178 57178 5488 55" 553 300
V+C 6,047 509478 55gBChc 5 gqABCh 5 pgBCh 55 Ch 595 3gg
Média 6,30 619 5,69 6,03 5,69 5,70
CV (%) 419 4,75 1,74 4,60 4,30 2,64

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes, dentro de cada coluna e de cada gas, e de
letras mailsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey (P<0,05).

Segundo FAHEY & BERGER (1993), as bactérias metanogénicas sao
muito sensiveis as mudancas nas racdes, onde alteracbes nas taxas de
passagem e/ou de fermentacdo e/ou do pH sao fatores que podem alterar a
guantidade de hidrogénio disponivel no rimen e, desta forma, a formacdo de

metano.
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Figura 4. Potenciais hidrogeniénicos médios dos liquidos ruminais colhidos dos animais
alimentados com ragbes com diferentes relagdes volumoso(V):concentrado (C) e
volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades nutricionais (FB), apds incubacao
com os distintos substratos por doze horas.
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3.5. Conclusodes

Maiores porcentagens de concentrado nas ragbes resultaram em
elevadas producbes de gas “in vitro”, apresentando menores propor¢coes de
metano e de oxigénio e maiores de didxido de carbono do que quando se
utilizou alta porcentagem de volumoso.

Mesmo na auséncia de qualquer substrato, o liquido ruminal ainda
produziu gases “in vitro”, em especial metano.

Com o aumento da producdo total de gas, houve um aumento nas
producdes de metano e de didxido de carbono, apesar de ter ocorrido reducéo
nos seus valores percentuais.

Com o oxigénio e o nitrogénio, o aumento da producéo total de gas

conduziu a reducé&o dos mesmos, tanto na proporcao quanto na producao.
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4. CAPITULO 4- PARTICIPACAO DE CADA INGREDIENTE CONCENTRADO
DA RACAO NA PRODUCAO “IN VITRO” DE METANO,
DIOXIDO DE CARBONO, OXIGENIO E NITROGENIO NO
LIQUIDO RUMINAL DE BOVINOS ALIMENTADOS COM
DIFERENTES RACOES

Participacao de Cada Ingrediente Concentrado da Racdo na Producdao “in
vitro” de Metano, Dioxido de Carbono, Oxigénio e Nitrogénio no Liquido

Ruminal de Bovinos Alimentados com Diferentes Ragodes

4.1. RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar os efeitos dos
ingredientes do concentrado de diferentes racfes para bovinos sobre a
producdo “in vitro” de gas e as propor¢cbes de metano, didoxido de carbono,
oxigénio e nitrogénio. Foram utilizadas seis racdes, constituidas por trés
relagbes volumoso:concentrado (70, 50 ou 30% de volumoso, na matéria seca)
e de dois volumosos de capim-coastcross de diferentes qualidades nutricionais.
Os liquidos ruminais foram colhidos de trés animais canulados no rdmen
adaptados aos alimentos estudados. O tempo de fermentacdo foi de doze
horas e as producdes de gases (em mL) foram efetuadas em gasémetros
especialmente projetados. As analises dos mesmos foram efetuadas em
cromatografo gasoso. A utilizacdo do volumoso de melhor qualidade nutricional
proporcionou maior producéo total de gas “in vitro” (P<0,05) quando associado
ao substrato milho na racdo 70V:30C (1046 mL versus 851 mL,
respectivamente) e tendeu a ser menor (P>0,05) para o substrato casca do
grao de soja na racdo 50V:50C (720 mL versus 856 ml, respectivamente). Para
0 substrato “controle” foram verificadas maiores proporcdes de metano e de
oxigénio e menor de dioxido de carbono. O substrato milho resultou em
menores proporcdes de metano e de oxigénio e maior de diéxido de carbono
(P<0,05), independente da qualidade do volumoso utilizado na alimentacéo dos
animais, entretanto resultou em maiores producbes médias de metano e de

dioxido de carbono, seguido, em ordem decrescente, pelos substratos



concentrado, farelo de girassol, casca do grao de soja e “controle”. O volumoso
de pior qualidade nutricional proporcionou maior producdo de metano para

todos os substratos avaliados.

Palavras-chave: fermentacdo, meio ambiente, nutricdo, rimen, ruminantes

4.2. Introducéo

Até no final da década de 80, na avaliacdo de alimentos para animais
ruminantes, se assumia que existia equilibrio entre proteina microbiana e
suprimento energético, levando-se a conclusdo de que 0s nutrientes
disponiveis acima do requerimento para mantenca seriam utilizados com igual
eficiéncia pelo animal (LENG, 1993). Porém, especialmente no caso de
ruminantes alimentados com forragens, observagbes experimentais né&o
comprovaram tais teorias. Foi, entdo, constatado que a disponibilidade de
nutrientes para os microrganismos ruminais é um fator primordial que define o

limite superior de producéo (McALLISTER et al., 1996).

Caso ocorra uma menor eficiéncia de crescimento microbiano,
resultando em menor sintese de proteina microbiana, ocorrerd uma baixa
relacdo proteina:energia nos nutrientes absorvidos e, consequentemente,
maior producdo de metano. Portanto, a producdo de metano em relacdo a
produtividade do ruminante depende de dois fatores: a) eficiéncia fermentativa
no ramen e; b) eficiéncia de conversédo do alimento em produtos animais que,
ndo somente € dependente da eficiéncia fermentativa, mas também do balanco

de nutrientes absorvidos apds a fermentacao.

Bovinos submetidos a racdes de baixa qualidade perdem de 15 a 18%
da energia digestivel na forma de metano, ao passo que o fornecimento de
racoes balanceadas reduz a emissdo de metano para 7% (LENG, 1990; LENG,
1993; MCALLISTER et al., 1996). Resultados semelhantes podem ser obtidos
com o uso de ion6foros (LANA & RUSSELL, 1997), porém, por se tratar de

uma classe especial de antibidticos, seu uso continuado tem gerado reacfes



contrarias por parte de grupos de defesa de consumidores nos paises

industrializados.

Em uma extensa revisdo sobre a producdo de metano por ruminantes,
MOSS (2000) relatou que algumas caracteristicas dos alimentos podem alterar
a producdo de metano. Desta forma, a utilizacdo de ingredientes que resultem
em menores produgbes de metano e que atendam as exigéncias nutricionais

dos animais de maneira eficiente deve ser objeto de estudo.

A eficiéncia de utilizacdo do alimento por unidade de produto animal
podera ser aumentada com a aplicacdo de estratégias de alimentacéo
baseadas em principios nutricionais, podendo contribuir para uma
estabilizacdo, ou mesmo reducdo, da concentracdo de gases resultantes dos
processos digestivos presentes na atmosfera. A concentracao de determinados
gases na atmosfera tem sido alvo de muitas discussdes em todo o mundo e
cresce de importancia, sendo objeto de negociacfes entre paises. Atualmente,
teve destaque na midia mundial a Convencdo das NacgbBes Unidas sobre
mudancas do clima, signatarios do Protocolo de Kyoto, que culminou em
diretrizes a serem seguidas pelos paises participantes, objetivando a reducao
da emisséo dos principais gases produtores do “efeito estufa” na atmosfera,
entre estes, o metano e o dioxido de carbono.

Segundo levantamento realizado pela Embrapa Meio Ambiente (LIMA et
al., 1999), no Brasil, para 0 ano de 1994, 91% do metano gerado a partir de
fontes agricolas seriam provenientes da fermentacdo no trato digestivo de
ruminantes e mais 4% seriam oriundos do tratamento de residuos animais.

O metano contribui com, aproximadamente, 19% do aquecimento global
causado por atividades humanas (DRENNEN & CHAPMAN, 1992;
MCALLISTER et al., 1996), porém, este gas é quatro a seis vezes mais potente
em gerar calor (efeito termogénico) que o dioxido de carbono (McALLISTER et
al., 1996). Devido a esse maior efeito termogénico, a concentracdo de metano,
gue tem crescido, nos ultimos 30 anos, cerca de 1% ao ano, poderia ser
estabilizada por uma reducgéo de suas emissdes de 10 a 20%, comparada com
uma reducéo similar de 80 a 85% de dioxido de carbono (LENG, 1993).
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Ainda que todos os ruminantes no planeta produzirem apenas 10 a 15%
do total das emissGes globais de metano, estes representariam uma das
poucas fontes deste gas que podem ser manipuladas (VAN SOEST, 1994).
Outras fontes significativas de metano sao tabuleiros de arroz inundado,
pantanos e fontes geo-termais, sendo que a maioria destas Ultimas s&o
encontradas no fundo dos oceanos.

Garantindo oOtimas condicfes ruminais para 0 crescimento microbiano,
assim como ajustando as ragfes para que haja o correto balanco de nutrientes
absorvidos, o ruminante irA demonstrar seu potencial de producdo e, ao
mesmo tempo, contribuira para a estabilizacdo do efeito estufa pela reducdo da
emissdo de metano. Para que ambos efeitos sejam atingidos, € necessario
garantir o uso de solugdes tecnologicas que viabilizem a adogdo de racbes
balanceadas em fun¢éo da dinamica da microbiota ruminal.

Com a intencéo de se reduzir gastos com a alimentacédo animal, diversos
subprodutos obtidos a partir da industrializacdo de matérias-primas como
milho, soja e girassol, passaram a ser mundialmente estudados e, atualmente,
estas novas fontes tem obtido importancia no que diz respeito ao impacto
ambiental. Cada dejeto ou subproduto representa fatores limitantes peculiares
quanto a sua viabilizacdo como alimento para os animais, porém, todos séo
classificados em duas categorias: volumosos ou concentrados, sendo o0s
concentrados classificados em protéicos e energéticos. Entretanto, esta
simples classificacdo ndo é suficiente, pois envolve um grande grupo de
componentes heterogéneos de nutrientes, sendo necessario, para maior
seguranca, caracteriza-los quanto a taxa e extensao de digestdo, conhecendo
0s seus produtos finais, assim como 0s possiveis impactos ambientais
(GALATI et al., 2002).

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar a contribuicdo dos
diferentes ingredientes utilizados na confeccdo dos concentrados de racdes
para bovinos (milho, casca do grdo de soja e farelo de girassol), em racfes
com diferentes relagdes volumoso:concentrado e utilizando de volumosos de
duas qualidades nutricionais, sobre a producéo total de gas e as proporcdes e

producdes de metano, diéxido de carbono, oxigénio e nitrogénio.



4.3. Material e Métodos

Foram utilizados trés bovinos mesticos Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus) canulados no rumen, com peso médio de 450 kg e aproximadamente
trés anos de idade. O experimento foi conduzido em duas etapas de trés
periodos, onde cada animal recebeu ao acaso uma das seis racdes
experimentais. Cada periodo teve duracdo de dez dias, sendo sete de
adaptacdo e trés de colheitas, que foram feitas no oitavo e no décimo dia,
usadas como repeticao.

Seis racdes foram confeccionadas, uma para cada tratamento
experimental (Tabela 1), com diferentes relagbes volumoso(V):concentrado(C)
(70V:30C, 50V:50C ou 30V:70C) e diferentes volumosos de capim-coastcross
(Cynodon dactylon L. Pers., cultivar coastcross), um considerado de pior e
outro de melhor qualidades nutricionais (Tabela 2), ambos moidos em
particulas de aproximadamente 2 cm.

Tabela 1. Composicéo das racdes experimentais fornecidas diariamente aos animais.

Racédo experimental Ingrediente (em kg de matéria natural)

Relacdo  Qualidade Milho Casca Farelo Sal
V:C do volumoso Feno moido de soja  de girassol Uréia mineral
70:30 FR® 7,00 1,00 1,33 0,67 0,07 0,04

FB* 7,00 1,00 1,33 0,67 0,00 0,04
50:50 FR 5,00 3,08 1,28 0,64 0,07 0,04
FB 5,00 3,08 1,28 0,64 0,02 0,04
30:70 FR 3,00 5,09 1,27 0,64 0,06 0,04
FB 3,00 5,09 1,27 0,64 0,03 0,04

"Relacdo V:C = relacdo volumoso:concentrado; “FR = feno de pior qualidade nutricional;
®FB = feno de melhor qualidade nutricional

As racbes apresentavam a mesma relacdo (31,7) entre energia
metabolizavel fermentavel no ramen (Mcal) e proteina degradavel (g) (Tabela
3). Os animais receberam as racfes em duas refeicbes diarias, de 4,5 kg de
matéria seca (MS) cada, as 7h30min e as 18h30min. A quantidade de alimento

fornecida foi estabelecida em funcdo do consumo maximo diario verificado na



racdo com a maior porcentagem do volumoso de pior qualidade nutricional, de

forma a ndo permitir sobra.

Tabela 2. Composi¢do bromatolégica e qualitativa dos ingredientes das ragcdes experimentais.

Na matéria seca”

Matéria Em % Em Mcal/kg
Ingrediente seca (%) PB PD NDT EE FDN FDA EM EMfe”
Feno pior 92,4 40 2,2 51 16 819 479 1,76 1,70
Feno melhor 91,8 104 6,2 56 22 76,4 436 2,07 1,99
Milho moido 89,1 10,0 75 89 3,7 280 28 3,65 3,62
Casca do gréo de soja 90,9 13,3 10,2 84 2,3 725 50,0 3,26 3,18
Farelo de girassol 91,8 30,8 12,3 66 3,3 552 39,2 240 2,28
Uréia 99,0 282 282 0 0 0 0 0 0
Sal mineral 95,0 0 0 0 0 0 0 0 0

'PB = Proteina Bruta; PD = Proteina Degradavel; NDT = Nutrientes Digestiveis Totais
estimados;

EE = Extrato Etéreo; FDN = Fibra em detergente Neutro; FDA = Fibra em Detergente Acido;

EM = Energia Metabolizavel, EMfe = Energia Metabolizavel Fermentavel;

®Estimada pela seguinte formula: EMfe = EM - (0,035 x EE) (AFRC, 1993)

Tabela 3. Parametros nutricionais das diferentes racdes experimentais, na matéria seca.

Relagéo volumoso (V):concentrado (C)

70V:30C 50V:50C 30V:70C
Qualidade do volumoso FR FB FR FB FR FB
% PB" 9,7 12,1 10,8 12,5 12,0 13,0
% NDT 59,5 63,2 67,4 70,1 75,3 76,8
Relacdo PB:NDT 6,15 5,24 6,22 5,59 6,29 5,92
Relacao PD*:NDT 8,96 8,63 8,62 8,44 8,40 8,31
Relacdo PD:EMfe* 31,42 31,42 31,39 31,39 31,44 31,44

FR = Feno de pigr gualidade nutricional; FB = Fgeno de melhor qualidade nutricional;
Proteina Bruta; “Nutrientes Digestiveis Totais; “Proteina Degradavel;
4Energia Metabolizavel Fermentavel

No calculo dos teores de nutrientes digestiveis totais (NDT) utilizados
nas Tabelas acima, foram utilizadas as equacdes de regressdo para as classes
de alimentos 1 e 4 propostas por SCHNEIDER et al. (1952) para a espécie
bovina.

A classe 1 inclui todas as forrageiras e volumosos cortados e secos

(forrageiras secas e grosseiras (volumosos), volumoso de leguminosa ou nao
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leguminosa, palha, forragem (parte aérea sem espigas, palhas e
inflorescéncias) e outros produtos com mais de 18% de fibra, cascas). Além
disso, produtos como a casca de amendoim, casca de carogos de algodéo e de
aveia também s&o classificados como volumosos e incluidos neste classe
(McDOWELL et al., 1974). Para esta classe, a seguinte formula foi utilizada

para estimar o teor de NDT:

NDT = 92,464 - 3,338(FB) - 6,945(EE) - 0,762(ENN) + 1,115(PB) + 0,031(FB)’ - 0,133(EE)* +
0,036(FB)(ENN) + 0,207(EE)(ENN) + 0,1(EE)(PB) - 0,022(EE)*(PB)

A classe de alimentos 4 inclui os alimentos energéticos, tais como graos
de cereais, com baixos teores de celulose, frutas, nozes e raizes, além de
outros produtos com menos de 20% de proteina bruta e menos de 18% de fibra
bruta (McDOWELL et al.,, 1974). Para esta classe, a seguinte formula foi

utilizada para estimar o teor de NDT:

NDT = - 202,686 - 1,357(FB) + 2,638(EE) + 3,003(ENN) + 2,347(PB) + 0,046(FB) +
0,647(EEY +
0,041(FB)(ENN) - 0,081(EE)(ENN) + 0,553(EE)(PB) - 0,046(EE)’(PB)

O experimento foi conduzido em seis periodos, onde, em cada um
destes, cada animal recebeu uma das seis racbes experimentais, determinado
ao acaso. Cada periodo durou dez dias, sendo sete dias de adaptacao e trés
de colheita, sendo duas colheitas: uma no oitavo dia e outra no décimo
(repeticéo).

As colheitas de liquido ruminal e os processamentos dos mesmos desde
a incubacdo até as mensuracdes quantitativas e qualitativas dos gases
produzidos e os célculos para as Condicbes Normais de Temperatura e
Pressdo (CNTP) foram efetuados conforme exposto no Capitulo 2. Neste caso,
para cada animal foram usadas cinco garrafas com 800 mL de liquido ruminal
em cada uma das duas colheitas (repeticbes) por periodo experimental. Na
primeira garrafa foram adicionados 10 g de milho triturado; na segunda, 10 g de
casca do grao de soja; na terceira, 10 g de farelo de girassol; na quarta, 10 g

do respectivo concentrado da racdo a que o animal doador do liquido ruminal
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estava sendo submetido e; na quinta garrafa, nada se adicionou, sendo
utilizada como “controle”.

Para a andlise estatistica dos dados, para cada substrato avaliado
(milho, casca do gréo de soja, farelo de girassol, concentrado ou “controle”) foi
utilizado o delineamento em quadrado latino com seis periodos (tratamentos
experimentais). Para a avaliagdo dos diferentes substratos dentro de um
mesmo tratamento experimental, foi utilizado o delineamento em blocos
casualizados, com cinco tratamentos (diferentes substratos) e seis repeticoes
(animais), onde os blocos controlaram os efeitos dos diferentes periodos
experimentais. As andlises em quadrado latino foram efetuadas com auxilio da
planilha eletrénica EXCEL da Microsoft®, enquanto que para as em Blocos
Casualizados, foi utilizado o programa computacional ESTAT, desenvolvido
pelo Pdlo Computacional do Departamento de Ciéncias Exatas da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, campus
de Jaboticabal, SP.

4. 4. Resultados e Discussao

4.4.1. Producao Total de Gas

Na Tabela 4 encontra-se a producdo total de gas “in vitro” (em mL)
devido a adicdo de diferentes substratos no liquido ruminal de bovinos
submetidos a ragbes com diferentes relacdes volumoso:concentrado e
volumosos de pior ou melhor qualidades nutricionais.

Para o substrato “controle” na racdo 50V:50C, o alto coeficiente de
variacado verificado (18,75%), provavelmente, ndo permitiu a ocorréncia de
diferenca significativa entre os liquidos ruminais colhidos dos animais
alimentados com os volumosos de melhor ou de pior qualidades nutricionais,
mesmo havendo uma diferengca média de 18% entre os valores em favor do
volumoso de pior qualidade nutricional (484 mL versus 397mL,

respectivamente). A producdo de gas nos “controles” foi expressiva para 0s
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liquidos ruminais provenientes de rac6es com 30% de volumoso, tanto com a
utilizacdo do volumoso de pior como de melhor qualidades nutricionais na
alimentacdo dos animais. O substrato “controle” apresentou menor produgao
total de gas “in vitro” em todos os tratamentos experimentais (P<0,05), com
média de 412 mL.

Tabela 4. Producao total de gas “in vitro” (em mL) devido a adi¢do de diferentes substratos no
liqguido ruminal de bovinos submetidos a racBes com diferentes relagbes
volumoso(V):.concentrado(C) e volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades
nutricionais (FB).

Tratamento experimental

70V:30C 50V:50C 30V:70C cVv
Substrato FR FB FR FB FR FB Média (%)
“Controle” 226 ¢  245-° 484" 397 "¢ 536 "¢ 583 "¢ 412 18,75
Casc.soja* 641°P° 588P° 856" 7208 7547BCP  go5”B® 727 876
Milho 851°%%  1046”* 1006"*  1022"*  1044"* 1087"* 1009 7,52

F.girassol > 731" 747" 047"  840%°*  1008"* 946"%* 870 9,07
Concentrado  782°® 813B%®  990”*  1060"* 9417°%® 1082"* 945 9,21

Média 646 688 856 808 857 900 - -
CV (%) 8,59 9,60 3,23 7,52 10,10 12,79 - -

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes, dentro de cada coluna, e de letras
maiudsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Casc. soja ! = casca do gréo de soja; F. girassol ? = Farelo de girassol.

A utilizacdo do volumoso de melhor qualidade nutricional, em
comparagdo ao pior, proporcionou maior producdo total de gas “in vitro”
(P<0,05) para o substrato milho na racdo 70V:30C (1046 mL versus 851 mL,
respectivamente) e menor (P>0,05) para o substrato casca do grao de soja na
ragao 50V:50C (720 mL versus 856 ml, respectivamente). Para os demais
substratos ndo foram verificadas diferencas significativas devido as diferentes
relacdes volumoso: concentrado utilizadas.

A qualidade nutricional do volumoso néo afetou a producdo de gas nos
“controles”, embora os valores sejam crescentes com 0 aumento na proporcao
de concentrados nas ragoes.

A casca do grdo de soja apresentou valores maximos de producdo de
gas nas racdes com 50% de concentrado quando o volumoso de pior qualidade

nutricional foi utilizado na alimentacdo dos animais e com 70% de concentrado.
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As mais baixas producdes de gas para a casca do grao de soja foram obtidos
com a elevada propor¢éo de volumoso, independente da qualidade nutricional.

Para o ingrediente milho, quando se utilizou ragbes com 70% de
volumoso, provavelmente, a qualidade do volumoso influenciou a producéo de
gas, sendo superior no melhor. Para os demais ingredientes, ndo foram
constatadas observacdes semelhantes.

Esses resultados indicam que existe tendéncia a que 0os componentes
do concentrado isoladamente produzam mais gas quando o concentrado
totaliza mais do que 50% da racdo, mesmo para a casca do gréo de soja e
para o farelo de girassol, que possuem elevada concentracdo de fibra em suas
composicoes.

De maneira geral, as diferencas devido a incubagcdo de um mesmo
substrato (ingrediente) nos liquidos ruminais dos animais alimentados com 0s
volumosos de melhor ou de pior qualidades nutricionais foram pequenas,
apresentando uma diferenca média de 6%. Diante dos resultados visualizados
nesta Tabela, ndo ficou evidente o aumento na producdo de gas devido a
utilizacdo dos volumosos de melhor ou de pior qualidades nutricionais na
alimentacdo dos animais.

Entre os ingredientes avaliados como substratos, a casca do gréo de
soja foi 0 que apresentou menor producédo total de gas “in vitro”, com meédia de
727 mL, sendo inferior aos demais em todos 0s tratamentos experimentais
(P<0,05), com excecao para a relacdo 70V:30C nos animais que receberam o
volumoso de pior qualidade nutricional e para a relacdo 30V:70C nos que
receberam o volumoso de melhor qualidade nutricional, onde apresentaram
producdo total de gas “in vitro” semelhante ao farelo de girassol (641 mL versus
731 mL e 805 mL versus 946 mL, respectivamente). A producéo total de gas “in
vitro” do ingrediente farelo de girassol foi semelhante a do concentrado, com
excecao para a relagdo 50V:50C nos animais que receberam o volumoso de
melhor qualidade nutricional, quando apresentou menor producédo (P<0,05)
(840 mL versus 1060 mL). Com excec¢do para a ragcao 70V:30C nos animais

alimentados com o volumoso de melhor qualidade nutricional, as producdes de
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gas “in vitro” proporcionada pelo substrato milho foram semelhantes as
proporcionadas pelo substrato concentrado.

Na Tabela 4 pode ser verificado também aumento da producdo média de
gas conforme aumentou a porcentagem de concentrado na racdo dos animais,
independente da qualidade nutricional do volumoso utilizado na alimentacéo
dos mesmos, sendo este aumento mais evidente no substrato “controle” e
menos no substrato milho, que apresentou menor producdo total de gas
apenas nos animais alimentados com o volumoso de pior qualidade nutricional
na racdo 70V:30C em comparacdo a todos os outros tratamentos
experimentais (P<0,05). O substrato milho resultou em maior producao total de
gas “in vitro”, em valores médios, seguido pelos substratos concentrados, farelo
de girassol e casca do gréo de soja (1009 mL, 945 mL, 870 mL e 727 mL,
respectivamente) e o substrato “controle” resultou na menor producado total
média de gas “in vitro” (412 mL).

Nesta avaliagdo foram verificados baixos coeficientes de variacao,
considerando estudos desta natureza, sugerindo uma boa repetibilidade dos
dados e, consequentemente, uma boa confiabilidade da metodologia
desenvolvida e empregada no trabalho (mais detalhes sobre a metodologia sé&o

encontrados no Capitulo 2).

4.4.2. Proporcdes de Metano, Dioxido de Carbono e Oxigénio
no

Gas Produzido

Quanto as proporcdes de metano, dioxido de carbono e de oxigénio nos
gases produzidos “in vitro” (Figura 1 e Tabela 5), para o substrato “controle”
foram verificadas maiores proporcfes de metano e de oxigénio e menor de
diéxido de carbono nas ragbes 70V:30C, tanto no liquido ruminal oriundo dos
animais alimentados com o volumoso de pior qualidade nutricional quanto nos
alimentados com o volumoso de melhor qualidade nutricional (P<0,05). Para o
substrato milho, foram observados comportamentos inversos, apresentando

menores propor¢des de metano e de oxigénio e maior de didéxido de carbono



75

(P<0,05), independente da qualidade do volumoso utilizado na alimentacéo dos

animais doadores do liquido ruminal.

Proporcéo de gases, relagéo 70V:30C

O CH4 ocoz 02
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Figura 1. Propor¢cées médias de metano (% CH,), diéxido de carbono (% CO,) e oxigénio (%
0O,) “in vitro” devido a adicdo de diferentes substratos no liquido ruminal de bovinos
submetidos a racdes com diferentes relagbes volumoso(V).concentrado(C) e
volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades nutricionais (FB).
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Tabela 5. Propor¢cdes de metano (% CHy,), diéxido de carbono (% CO,) e oxigénio (% G) “in
vitro” devido a adicdo de diferentes substratos no liquido ruminal de bovinos

submetidos a

ragbes com diferentes

relacdes volumoso(V):concentrado(C) e

volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades nutricionais (FB).

Tratamento Experimental

70V:30C 50V:50C 30V:70C Mé- CV
Substrato FR FB FR FB FR FB dia (%)
% CH,
“Controle” 87,2 780" 62,852 57,95  61,3%  504°® 66,3 837
Casc.soja’ 53,9"° 509"  47,0% 49,2"° 484" 471" 494 10,04
Milho 48,2"° 39,65 4227 41,17%° 48,6™ 402" 433 10,99
F.girassol > 55,1"° 46,878 47,07 43,95 465% 426 470 1020
Concentrado 47,5 485"  44,7"% 39,4% 50,3"° 438" 457 10,55
Média 58,4 52,8 48,7 46,3 51,0 44,9 - -
CV (%) 10,75 8,67 7,16 5,85 8,77 7,30 - -
% CO,
“Controle” 17,4°%  20,6°° 39,35 41,35 37,65 508" 345 12,52
Casc.soja®  453°° 484" 525" 50,3"° 49,8" 526" 498 9,29
Milho 53,38¢%  g2,1%% 5747BC@ gggABCa g1 1Ca  gggABa 570  g28
F.girassol > 44,3% 52578 g5y gABb 55,7 53278 594 530 959
Concentrado  51,9%%*  50,8%°  534%% 60,272 49,45 55978 535 g5o
Média 42,4 46,9 51,0 53,2 48,2 55,6 - -
CV (%) 10,13 10,54 4,26 5,08 9,64 6,66 - -
% O,
“Controle” 374"  157°° 1,035 0,825 0,63% 056" 139 5648
Casc. soja 088" 0697 0435 035"  0,44%% 030" 052 32,33
Milho 064" 0475 0428 035°°®  036°°" 0,31°° 043 12,08
F.girassol > 061" 048" 43780 0,30 %° 037%°  0,30% 041 2552
Concentrado  0,63”° 0,55 0,41°° 0,345°*  0,39% 028°° 043 13,50
Média 1,30 0,75 0,55 0,43 0,44 0,35 - -
CV (%) 58,55 25,82 31,68 20,93 27,48 31,80 - -

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes, dentro de cada coluna e de cada gas, e de
letras mailsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Casc. soja ! = casca do grao de soja; F. girassol % = Farelo de girassol.

O “controle” sempre apresentou maior propor¢cdo de metano e de

oxigénio e menor de diéxido de carbono do que o concentrado e seus

ingredientes e, com

excegbes para a proporcdo de metano, nos animais

alimentados com a racdo 30V:70C e com o volumoso de melhor qualidade

nutricional, e para a proporcdo de oxigénio, nas ragées 70V:30C, independente

da qualidade do volumoso utilizado na alimentacdo dos animais.

Analisando os valores médios,

verifica-se tendéncia dos

liquidos

ruminais oriundos dos animais alimentados com o volumoso de pior qualidade



nutricional resultarem em producdes de gases com maiores teores de metano e
de oxigénio e menores de didéxido de carbono, ocorrendo excecdes para o
substrato concentrado na ragéo 70V:30C e para o substrato casca do grao de
soja na ragdo 50V:50C, onde os liquidos ruminais oriundos dos animais
alimentados com o volumoso de melhor qualidade nutricional resultaram em
producéo de gas com maiores propor¢des de metano e menores de dioxido de
carbono.

Entre os substratos casca do grao de soja, milho, farelo de girassol e
concentrado, ndo foram verificadas diferencas para as propor¢cdes de metano
nos liquidos ruminais doados pelos animais alimentados com o volumoso de
pior qualidade nutricional. O substrato casca do grdo de soja néo foi
influenciado pelos distintos tratamentos experimentais, fornecendo teores de
metano semelhantes.

Considerando que o substrato concentrado é uma mistura dos
ingredientes casca do gréo de soja, milho e farelo de girassol (Tabela 2), em
uma visdo mais simplista, seria esperado valores de producdo total de gas,
assim como de propor¢des de metano, didéxido de carbono e oxigénio pelo
menos intermediarios aos menores e maiores valores observados para 0S
distintos ingredientes. Entretanto, tal fato nao foi verificado para a producgéo
total de gas na racédo 50V:50C no liquido ruminal dos animais alimentados com
0 volumoso de pior qualidade nutricional, para as propor¢cdes de metano nas
racoes 70V:30C e 30V:70C, de dioxido de carbono na 30V:70C e de oxigénio
na 50V:50C nos liquidos ruminais dos animais alimentados com o volumoso de
pior qualidade nutricional; e nas proporcées de metano e de didxido de carbono
na 50V:50C e de oxigénio na 30V:70C nos liquidos ruminais dos animais
alimentados com o volumoso de melhor qualidade nutricional. Tais resultados
sugerem a impossibilidade de se estimar corretamente os valores nutricionais
dos diversos ingredientes utilizados como alimentos para animais ruminantes
de maneira isolada, provavelmente, por causa das interacdes que ocorrem no
ambiente ruminal devido a adicAo de dois ou mais ingredientes

simultaneamente.
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De maneira resumida, foi verificado que os liquidos ruminais dos animais
alimentados com o volumoso de pior qualidade nutricional resultaram em
maiores proporcdes de metano e de oxigénio e menores de dioxido de carbono
do que os liquidos ruminais dos animais alimentados com o de melhor
gualidade nutricional. Comparando as Tabelas 4 e 5, pode ser observado que
as relacdes entre a producédo total de gas e as propor¢cdes de metano e de
oxigénio apresentaram, na maioria dos dados analisados, comportamentos
inversos, ou seja, onde existiu uma menor producdo de géas, este gas
apresentou maior proporcdo de metano, independente do substrato que foi
fermentado ou da qualidade do volumoso utilizado na alimentagdo do animal
doador do liquido ruminal. Entretanto, para o dioxido de carbono foi observada
uma relacdo direta, havendo aumento da proporcdo deste gas com o aumento
da producdo total de gas.

Maiores coeficientes de variagcdo foram verificados na analise do
oxigénio, especialmente no substrato “controle” (56,48%) e no tratamento com
a racao 70V:30C quando utilizou o liquido ruminal de animais alimentados com
0 volumoso de pior qualidade nutricional (58,55%). Estes maiores coeficiente
de variacdo ocorreram, provavelmente, devido aos menores teores deste gas
no ambiente ruminal, o que torna a sua quantficacdo mais delicada e,

consequentemente, mais sujeita a variacoes.

4.4.3. Producdo Média de Metano, Diéxido de Carbono e

Oxigénio

Na Tabela 6 encontra-se as producdes de metano, didxido de carbono e
oxigénio “in vitro” no liquido ruminal de bovinos submetidos a rag6es com
diferentes relacfes volumoso:concentrado e volumosos de pior ou melhor

gualidades nutricionais como inoculante de diferentes substratos.
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Tabela 6. Producdes de metano (mL CH,), diéxido de carbono (mL CO,) e oxigénio (mL O,) “in
vitro” no liquido ruminal de bovinos submetidos a ra¢Bes com diferentes relacdes
volumoso(V):concentrado(C) e volumosos de pior (FR) ou melhor qualidades
nutricionais (FB), como inoculante de diferentes substratos.

Tratamento Experimental

70V:30C 50V:50C 30V:70C Mé- CV

Substrato FR FB FR FB FR FB dia (%)
mL CH,4

“Controle” 195" 1g8°c 277"%° 233 279" 287°° 240 7,59

Casc.soja’ 34778%®  291°PP 385 AP 310°P¢  3617%° 3358°P" 338 740

Milho 3895C 36307 gpp”BA 497782 450" 436757 414 6,84

F.girassol > 3755°% 382 4187%  3g5°BCP 423/ 410”8 396 563
Concentrado 3715  371%@ 4292 38978 417 416"* 399 5,89

Média 335 312 386 347 388 377 -

CV (%) 7,25 6,27 6,34 4,48 6,17 7,00 - -
mL C02

“Controle” 45°° 54 Pd 191 B¢d 164 <4 231 5¢ 206" 164 14,25

Casc.soja’  289°°  273°¢ 450 *° 358% 300"  376% 356 10,18

Milho 430°° 597 @ 594 @ 585782 o5 A® 643"* 576 15,29

F. girassol > 3615 350" 469 °° 461°5° 464" 547" 442 1350

Concentrado 402 %2 37350 531 A° 587 A2 402 ®° 600°% 482 10,42

Média 305 329 447 431 418 492 - -

CV (%) 13,91 16,66 5,76 8,42 17,03 13,88 - -
mL O,

“Controle” 824" 4578  419%" 3165 3238 3065 441 20,77

Casc.soja’ 5007 466782 37178 31789 3518C 553 366 2354

Milho 484" 469757 4247BC2 403ABC@ 3g3BCa  343%% 418 11,76

F.girassol > 4,38"° 402"  331% 267"  3,088°® 300% 341 921

Concentrado  4,89"° 451782 375B8C¥c  ggpCab  g355Ca  30gC2 384 1331
Média 5,47 4,49 3,84 3,31 3,32 2,96 - -
CV (%) 14,50 16,77 7,96 15,65 15,16 15,99 - -

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes, dentro de cada coluna e de cada gas, e de
letras mailsculas, dentro de cada linha, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Casc. soja ! = casca do grao de soja; F. girassol 2 = Farelo de girassol.

Os liquidos ruminais oriundos dos animais alimentados com o volumoso
de pior qualidade nutricional, proporcionaram maior producdo de metano do
gue aqueles oriundos dos animais alimentados com o de melhor qualidade
nutricional para todos os substratos e relagdes volumoso:concentrado
avaliadas, com excecao para o substrato “controle” na relagcdo 30V:70C, onde o
liqguido ruminal oriundo dos animais alimentados com o volumoso de pior
qgualidade nutricional proporcionou uma produgdo de metano numericamente

inferior, entretanto nao significativa (279 mL versus 287 mL).



As maiores diferengcas entre o0s tratamentos experimentais foram
verificadas para os “controles”, observando-se, para este substrato, menores
producbes de metano e de dioxido de carbono nas ra¢des 70V:30C e maiores
nas 30V:70C.

O aumento da porcentagem de concentrados na racao resultou em
maiores producdes de metano e de didéxido de carbono e menor de oxigénio,
com excecao para as racfes 50V:50C e 30V:70C, para os substratos casca do
grédo de soja e concentrado nos liquidos ruminais oriundos dos animais
alimentados com o volumoso de pior qualidade nutricional; para as producdes
de dioxido de carbono entre as racfes 50V:50C e 30V:70C, para 0s substratos
casca do gréo de soja, farelo de girassol e concentrado nos liquidos ruminais
dos animais alimentados com o volumoso de pior qualidade nutricional e entre
as racfes 70V:30C e 50V:50C para o substrato milho no liquido ruminal
oriundo dos animais alimentados com o volumoso de melhor qualidade
nutricional.

Observando ainda a Tabela 6, foi verificado que a racdo com maior
porcentagem de volumoso (70V:30C) apresentou tendéncia a uma menor
producdo de metano e de didxido de carbono e maior de oxigénio, mesmo as
racbes com relacbes similares entre energia metabolizadvel e proteina
degradavel no ramen.

O substrato milho foi o que resultou em maiores producdes meédias de
metano e de dioxido de carbono, seguido, em ordem decrescente, pelos
substratos concentrado, farelo de girassol, casca do grdao de soja e pelo
“controle”. Quanto ao oxigénio, a maior producao média foi verificada para o
substrato “controle”, seguido, em ordem decrescente, pelos substratos milho,
concentrado, casca do gréo de soja e farelo de girassol.

Diferentes carboidratos presentes nos ingredientes afetam a relacdo
acetato:propionato e, diante disto, afetam também a producéo de hidrogénio.
Por exemplo, poucas bactérias que fermentam amido produzem hidrogénio
(Stewart & Bryant, 1988, citados por HEGARTY, 1999). Por causa da baixa
tolerancia das bactérias metanogénicas ao baixo pH, que a proporcdo da

energia bruta perdida como metano diminui quando racdes a base de forragens
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sdo substituidas parcialmente por concentrados ricos em amido (BLAXTER &
CLAPPERTON, 1965).

E valido ressaltar que as maiores producdes de gases, quando houve
aumento na porcentagem de concentrado nas rac¢des, ocorreu, principalmente,
devido ao aumento da producédo de gases dos “controles”. Descontando estes
aumentos verificados nos “controles” dos aumentos verificados nos distintos
substratos, estas diferencas tendem a ndo existir mais. Portanto, neste caso,
as maiores producbes de gases observadas nos substratos fermentados nos
liquidos ruminais dos animais alimentados com maior porcentagem de
concentrado ndo ocorreram, provavelmente, apenas devido a uma possivel
maior degradacdo destes substratos e também a uma diferenca ja pré-
existente nos liquidos ruminais dos animais submetidos aos diferentes

tratamentos experimentais.

4.4.4. Potenciais Hidrogenidnicos e Correlagcdes com as
Producdes de Gases

Na Figura 2 e na Tabela 7 encontram-se os potenciais hidrogeniénicos
(pH) médios devido a adicdo de milho, casca do grdo de soja, farelo de
girassol, volumoso ou nenhum substrato (“controle”) ao liquido de riamen de
animais submetidos a ragbes com diferentes rela¢cdes volumoso:concentrado e
com volumosos de pior ou melhor qualidades nutricionais.

Para os valores de pH nao foram verificadas diferencas significativas
entre os distintos tratamentos experimentais apds o periodo de incubacgéo para
nenhum dos substratos avaliados. Entretanto, entre o0s substratos, o0s
“controles” apresentaram maiores valores (P<0,05) em todos os tratamentos
experimentais, sendo que entre os demais substratos, ndo foram verificadas
diferengas significativas. Nota-se que os valores de pH dos substratos
concentrados foram préximos ao menor valor registrado para 0s seus
ingredientes €asca do grdo de soja, milho ou farelo de girassol), sendo que,
considerando ser este uma mistura destes ingredientes (Tabela 1) e que as

guantidades de material incubados foram iguais, esperava-se um valor mais
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intermediario, proximo a média, e ndo proximo ao menor dos valores
verificados para os ingredientes em separado. Tal comportamento demonstra a

complexidade das relacdes existentes no ambiente ruminal.

pH médio
70V:30C O 50v:50C 0O 30v:70C
8,0
75
7,0
5 6,5
6,0
il il B
5,0 : : : : : : -
Antes Antes Branco Casca de Milho Farelo de Racéo
Incubacdo Incubacéo soja girassol
(filtrado)  (sem filtrar)
Substrato
pH médio
OFR OFB
8,0 7
7,5 1
T 7,0 1
o 6,5 1
6,0 T
5,5 1
5,0 T T T T T T 1
Antes Antes Branco Casca de Milho Farelo de Racéo
Incubagéo Incubagdo soja girassol
(filtrado)  (sem filtrar)
Substrato

Figura 2. Potenciais hidrogenibnicos médios dos liquidos ruminais de animais submetidos a
ragbes com diferentes relagbes volumoso(V).concentrado(C) e volumosos de pior
(FR) ou melhor qualidades nutricionais (FB) antes da incubacdo dos substratos, sem
filtrar ou filtrado, e apés doze horas de incubacgdo “in vitro” dos distintos substratos
(milho, casca do gréo de soja, farelo de girassol ou concentrado) e filtrado.

Comparando-se os valores de pH ruminal apés as doze horas de
incubacao “in vitro” com os desaparecimentos “in situ” no mesmo tempo de
incubacéo, de cada ingrediente, e com as digestibilidades aparentes da matéria
seca das racdes (Tabelas 8 e 9, respectivamente), verifica-se que ndo houve
uma relacdo especifica direta entre os valores médios. Entretanto, no caso da
casca do grao de soja, fica evidente que o maior valor de pH apresentado, em
comparacdo aos outros ingredientes ocorreu devido, provavelmente, ao seu

menor desaparecimento ruminal. Quanto as digestibilidades aparentes da



matéria seca, verifica-se que as racfes que apresentaram maiores valores

médios de pH ruminal (70V:30C) tiveram as menores digestibilidades.

Tabela 7. Potenciais hidrogeniénicos médios dos liquidos ruminais de animais submetidos a
ragbes com diferentes relagbes volumoso(V):concentrado(C) e volumosos de pior
(FR) ou melhor qualidades nutricionais (FB) apés doze horas de incubagdo “in vitro”
dos distintos substratos (milho, casca do grdo de soja, farelo de girassol ou

concentrado).
Tratamento Experimental
70V:30C 50V:50C 30V:70C Mé- CV
Substrato FR FB FR FB FR FB dia (%)
“Controle” 6,84 a 6,99 a 6,47 a 6,50 a 6,50 a 6,36 a 6,61 11,18
Casc. soja ! 591 b 6,22 b 5,83 b 584 b 581b 575b 5,89 5,60
Milho 575b 584 b 5,67 b 576 b 555b 562b 570 3,37

F. girassol 2 5,86 b 6,00 b 5,72b 5,79 b 5,74 b 572b 5,81 4,00
Concentrado 578Db 579b 571b 580b 554 b 560b 570 2,89

Média 6,03 6,17 5,88 5,94 5,83 5,81 - -
CV (%) 2,74 6,09 4,59 3,69 5,98 3,79 - -

Médias seguidas de letras diferentes, dentro de cada coluna, diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias dentro de cada linha ndo diferem pelo teste de
Tukey.

Tabela 8. Desaparecimentos da matéria seca do milho, da casca do grdo de soja, do
farelo de girassol (em %) em cada tratamento experimental apds doze horas
de incubacao in situ.

Tratamento Milho Casca do grdo de soja  Farelo de girassol
30Vv:70C 53,88 54,51 61,70
50V:50C 61,26 44,30 56,95
70V:30C 53,27 45,04 60,20

Na comparacao das Tabelas 7, 8 e 9, € valido ressaltar que os alimentos
com baixa taxa de producédo de gases geralmente apresentam maiores valores
de digestibilidades “in vivo” do que os sugeridos pela metodologia (MENKE,
1979).



Tabela 9. Producéo fecal, na matéria seca (MS), teor de MS e digestibilidade média da matéria
seca das racdes experimentais nos animais que receberam o volumoso de pior
gualidade nutricional, por relagédo volumoso:concentrado e por animal.

Relacdo Quantidade de Teorde Digestibi- Quantidade de  Teorde Digestibi-
V:.C fezes (kg MS) MS (%) lidade (%) Animal fezes (kg MS) MS (%) lidade (%)
70V:30C 3,12 19,9 60,2 F 3,13 21,3 64,0
50V:50C 3,24 19,7 64,4 X 3,21 19,9 62,7
30V:70C 3,00 21,1 67,2 A 3,00 19,5 65,1

Nas Tabelas 10, 11 e 12 encontram-se as correlagdes verificadas entre

as diversas variaveis estudadas neste trabalho para os animais alimentados

apenas com o volumoso de melhor ou pior qualidades nutricionais ou

considerando o valor médio destes, respectivamente.

Tabela 10. Correlagcdes entre as variaveis estudadas para os animais alimentados com o
volumoso de melhor qualidade nutricional.
%CH4 %CO2 %02 %N2 mLCH4 mLCO2 mLO2 mLN2 pH

mL -0,928 0,926 -0,836 -0,827 0,982 0,996 0,011 -0,646 -0,921
% CH4 - -0,849 0,687 0,686 -0,847 -0,944 -0,176 0,468 0,751
% CO2 - - -0,964 -0,967 0,939 0,921 -0,124  -0,745 -0,934
% 02 - - - 0,995 -0,891 -0,825 0,320 0,843 0,924
% N2 - - - - -0,883 -0,812 0,252 0,797 0,922
mL CH4 - - - - - 0,965 -0,065 -0,705 -0,967
mL CO2 - - - - - - -0,025 -0,666 -0,898
mL O2 - - - - - - - 0,739 0,138
mL N2 - - - - - - - - 0,743




Tabela 11. Correlagbes entre as variaveis estudadas para os animais alimentados com o

volumoso de pior qualidade nutricional.

%CH4 %CO2 %02 %N2 mLCH4 mLCO2 mLO2 mLN2 pH
mL -0,800 0,946 -0,904 -0,884 0,970 0,989 -0,621 -0,897 -0,938
% CH4 - -0,795 0,632 0,591 -0,641 -0,869 0,578 0,721 0,800
% CO2 - - -0,971 -0,959 0,917 0,942 -0,634 -0,894 -0,944
% 02 - - - 0,996 -0,930 -0,871 0,613 0,869 0,901
% N2 - - - - -0,920 -0,848 0,572 0,853 0,883
mL CH4 - - - - - 0,928 -0,592 -0,877 -0,911
mL CO2 - - - - - - -0,661 -0,910 -0,929
mL O2 - - - - - - - 0,862 0,603
mL N2 - - - - - - - - 0,853
Tabela 12. Correlagbes médias entre as variaveis estudadas para os animais alimentados com
os volumosos de melhor ou pior qualidades nutricionais.
%CH4 %CO2 %02 %N2 mLCH4 mLCO2 mLO2 mLN2 pH

mL -0,809 0,920 -0,845 -0,847 0,968 0,990 -0,244  -0,768 -0,923
% CH4 - -0,810 0,657 0,599 -0,647 -0,871 0,322 0,575 0,696
% CO2 - - -0,966 -0,955 0,891 0,924 -0,397 -0,822 -0,909
% 02 - - - 0,985 -0,866 -0,833 0,479 0,844 0,869
% N2 - - - - -0,889 -0,821 0,375 0,830 0,890
mL CH4 - - - - - 0,928 -0,220 -0,790 -0,940
mL CO2 - - - - - - -0,311 -0,783 -0,898
mL O2 - - - - - - - 0,699 0,272
mL N2 - - - - - - - - 0,797

Tanto nos animais alimentados com o volumoso de melhor qualidade

nutricional como nos alimentados com o de pior qualidade nutricional, as
variaveis producdo de oxigénio (em mL) e producdo de nitrogénio (em mL)
apresentaram baixas correlagbes com as demais analisadas, principalmente
nos alimentados com o volumoso de melhor qualidade nutricional. Em ambos
0S casos, as correlacfes verificadas entre as variaveis producgdo total de gas
(mL) e pH com as demais variaveis analisadas foram altas, indicando serem
estas importantes e muito Uteis para estimar as demais, ainda mais
considerando a facilidade e praticamente auséncia de custo para as suas
obtencdes através da metodologia desenvolvida e descrita no Capitulo 2.

A auséncia de grandes diferencas entre as correlagbes obtidas nos

animais alimentados com os volumosos de diferentes qualidades nutricionais



sugere nao existir grandes alteracfes qualitativas nos produtos finais da
fermentacdo ruminal devido as diferencas existentes entre distintos volumosos,
permitindo a utilizacdo dos valores médios apresentados na Tabela 12.
Entretanto, tais resultados necessitam de mais estudos para validagéo.

Utilizando fluido ruminal colhido em animais alimentados com racgdes a
base de forragens, VAN KESSEL & RUSSELL (1969) observaram que, “in
vitro”, bactérias metanogénicas ruminais perdem a habilidade para utilizar o
hidrogénio em pH baixo, resultando em aumento no teor de hidrogénio na fase
gasosa quando o pH encontrava-se abaixo de 5,5. Assim, racdes a base de
forragens e pH baixo levaram a uma redugdo na producdo de metano
independente da producao de propionato.

O uso do hidrogénio disponivel no ramen para producdo de acetato
(através das bactérias acetogénicas) € interessante para a nutricdo animal,
pois 0 acetato € absorvido e utilizado pelo organismo como a principal fonte de
carbono e de energia pelos ruminantes, enquanto que 0 metano representa
perda de energia. Diante disto, diversas tentativas tém sido realizadas para
reduzir a produgdo de metano no processo digestivo fermentativo e aumentar a
acetogénese pela comunidade microbiana ruminal. A concentracdo de
bactérias acetogénicas no liquido ruminal é semelhante a das bactérias
metanogénicas (LEEDLE & GREENING, 1988). Entretanto, Prins & Lankhorst
(1977), citados por MOSS (2000), ndo observaram formacédo de acetato da
reducéo do **CO, no contetido ruminal.

De maneira contraria as bactérias metanogénicas, as acetogénicas sao
capazes de utilizar outras fontes, além do hidrogénio, para suprir suas
necessidades energéticas, ndo competindo fortemente pelo hidrogénio,
podendo proporcionar altas concentracdes de bactérias metanogénicas e
guase gue auséncia de bactérias acetogénicas no meio ruminal.

LANA et al. (1998) verificaram que a redugdo do pH ruminal limitou a
producéo de metano. MALESTEIN et al. (1981) sugeriram que a administracao
de grandes quantidades de concentrados com elevado teores de nutrientes
facilmente fermentaveis, em geral, reduziram rapidamente o pH do fluido

ruminal e mudaram os padrdes dos acidos graxos volateis no raimen. O oposto
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foi observado quando administrou-se alimentos ricos em fibra, caracterizados
pela menor degradacdo ruminal, causando reducdes menos drasticas nos
niveis de pH ruminal.

Tanto o metano como o0 amonio podem ser inibidos pelos valores de pH
ruminal mais baixos. Assim, a retencdo de energia e de proteinas podem ser
aumentadas diminuindo as perdas indesejaveis para o meio ambiente (GALATI
et al., 2002).

4.5. Conclusodes

A maior porcentagem de concentrados na alimentacdo dos animais,
resultou, geralmente, em maiores producbes de metano e de dioxido de
carbono.

As maiores diferengcas entre o0s tratamentos experimentais foram
verificadas para o substrato “controle”.

O substrato milho resultou em maiores producfes meédias de metano e
de dioxido de carbono, seguido, em ordem decrescente, pelos substratos
concentrado, farelo de girassol, casca do gréao de soja e “controle”.

As racfes com maiores porcentagens de volumoso apresentaram
tendéncia a menor producdo de metano e de didxido de carbono e maior de
oxigénio.

O volumoso de pior qualidade nutricional proporcionou maior producéo

de metano para todos os substratos avaliados.
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5. CAPITULO 5 - IMPLICACOES

O estudo da ecologia microbiana do trato gastrintestinal evoluiu
rapidamente nos ultimos anos, principalmente devido a introducéo de técnicas
de biologia molecular. A eficiéncia de utilizacdo da parede celular devera ser
aumentada utilizando-se microrganismos geneticamente modificados, enzimas
produzidas industrialmente, para serem utlizadas como insumos na
preparacdo de racdes, ou, ainda, plantas modificadas geneticamente para
menor producdo de compostos secundarios. Entretanto, o conhecimento
gerado até o momento tem mostrado claramente que o caminho mais seguro
em direcdo a aumentos na produtividade de ruminantes em ragdes com
predominancia de forragem é através do balanco de nutrientes, que considera
a eficiéncia do ecossistema ruminal e a disponibilidade dos nutrientes dietéticos
apdés o rumen. Este balanco poder4d ser alcancado utilizando racdes
preparadas com alimentos locais, que nao sejam competitivos com alimentos
humanos, ou subprodutos, através de modelos mateméticos e solugbes
tecnologicas sustentaveis. O uso disseminado de racdes balanceadas para a
otimizagcdo da microbiota ruminal podera reduzir a produgdo de metano,
consequentemente, reduzindo a contribuicdo da pecuaria ao efeito estufa.

Para o desenvolvimento de estratégias para reduzir a emissdo de
metano por ruminantes, € necessario que sua producdo seja quantificada em
circunstancias variadas, considerando que diferencas na quantidade de metano
emitida por bovinos dependem, principalmente, do tipo e da quantidade de
carboidratos ingeridos e, consequentemente, das modificacdes na microflora
ruminal.

Para uma correta interpretacdo dos dados oriundos de experimentos
desta natureza, é fundamental compreender que uma maior propor¢do de um
determinado gas em um tratamento experimental (analise qualitativa) nem
sempre esta relacionado com uma maior producdo deste gas (analise
guantitativa) em comparacdo a outro tratamento experimental que apresentou
menor proporcdo deste mesmo gas, pois proporcbes relativas ndo sao

guantidades absolutas; por exemplo, a quantidade total de gas produzida numa



92

racdo altamente caldrica costuma ser muito maior do que a produzida numa
rica em fibra, assim como a producéao total de metano, por exemplo, deve ser
maior na primeira, mesmo estando, neste caso, em menor propor¢cédo do que na
segunda.

Quando se compara dados de producédo de gas “in vitro” com dados “in
vivo”, alguns pontos importantes devem ser considerados: € muito dificil
determinar precisamente quais produtos resultardo da fermentacdo da fracao
soluvel dos alimentos no rimen dos animais. Nos animais, a reducdo do
tamanho das particulas dos alimentos ocorre pela mastigacdo, processo este
fisicamente diferente do processo de moagem mecanica; da mesma forma, a
simulacdo da taxa de passagem no sistema “in vitro” é problematica. Mas,
apesar destas limitacdes, os dados de producdo de gas podem contribuir para
o entendimento da digestdo ruminal e descricdo dos diferentes alimentos e,
desta forma, auxiliar na predicdo do desempenho animal de maneira mais
exata, por permitir detectar diferentes qualidades dos alimentos que néo
puderam ser detectadas pelas determinacgdes tradicionais.

O sistema “in vitro” possui as vantagens de se estar medindo o resultado
direto do metabolismo microbiano, ao invés de se registrar o desaparecimento
do substrato, e de permitir 0 monitoramento a intervalos de tempos pré-
determinados sem interferir no processo fermentativo, permitindo um estudo
mais preciso da cinética de fermentacao ruminal.

Quando se avalia um sistema continuo, como no caso da degradacao
dos alimentos no rdamen, seriam inadequadas as determinacbes das
concentragbes dos produtos finais da fermentagdo ou simplesmente a
mensuracdo quantitativa e qualitativa do substrato remanescente apds um
determinado periodo de incubacdo. Neste contexto, a técnica de producdo de
gas “in vitro” € uma importante metodologia auxiliar, apresentando alta
capacidade operacional e baixo custo, no qual os perfis dos gases produzidos
podem ser gerados utilizando sistemas semi ou totalmente automatizados. O
conhecimento dos produtos finais da fermentacdo (quantitativamente e
gualitativamente) e dos residuos nédo fermentados, permitem estimar a taxa, a

extensao e a eficiéncia do processo fermentativo ruminal.
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Neste experimento ndo foram mensurados a producao total e o perfil
do gas produzido no trato digestivo posterior, isto €, intestinos delgado e
grosso. Considerando que nestes compartimentos 0s nutrientes para bactérias
do ceco e/ ou colon provém de polissacarideos nao digeridos e de secrecdes e
tecidos endogenos (predominantemente células epiteliais) (BUTINE et al.,
1989; COLEMAN et al., 1996), apresentando uma composicao fisica e quimica
mais constante e menos influenciada pela racdo a que o animal foi submetido.
Além disso, como \sto anteriormente, esta producdo é pequena comparada a
gue ocorre no rumen, chegando, por exemplo, no maximo a 12% no caso do

metano.

by

Quanto a metodologia utilizada neste trabalho, as altas correlacbes
verificadas entre algumas das variaveis estudadas, destacando a producédo
total de gas (em mL) e o pH, constituem em fontes valiosas de informacfes em
experimentos desta natureza. Considerando a facilidade e praticamente
auséncia de custo para a obtencdo destas variaveis através da metodologia
desenvolvida e descrita no Capitulo 2, é possivel que a mesma possa
contribuir para a producdo cientifica, entretanto, mais experimentos sao
necessarios para comprovar sua eficiéncia e confiabilidade.

Recentemente, foi verificado por SAADOUN & CABRERA (2000) que o
nivel de emissdo de metano por ovinos sob pastejo, has mesma condicdes
experimentais, variou muito e a causa desta foi a diferenca existente entre os
animais, onde, aproximadamente, 5% apresentaram alta emissdo de metano e
5% baixa. JUDD et al. (1999) também verificaram grande variagdo individual na
emissdo diaria de metano por ovinos, sugerindo que outros fatores, além dos
ingredientes e das quantidades dos distintos ingredientes utilizados na
confeccdo das racdes, interferem na sua producdo e precisam ser melhor
elucidados por futuros experimentos. A determinacdo das causas destas
variagcbes podem fornecer importantes informacbes para se estabelecer
maneiras para o controle da emissdo de metano por ruminantes e,

consequentemente, maximizagao da produgao.



Portanto, mais trabalhos sdo necessérios a fim de se constatar a
eficiéncia do método de producdo de gas “in vitro” com outros tipos de
alimentos volumosos ou concentrados, considerando que o pH é um fator

limitante.
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