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RESUMO

O mundo tem mais de sete bilhdes de habitantes com demanda cada vez maior por
produtos de origem animal. O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do
mundo, e grande demanda por qualidade e produtos sustentaveis ambientalmente.
Na atualidade muito se discute sobre a relacéo entre a producéo animal e os impactos
causados ao meio ambiente, como as alteracfes climaticas e perdas de energia
ingerida na forma de metano (CH4) durante o processo de fermentagcdo em animais
ruminantes. Os ruminantes séo fonte antropica de emissao de metano, contribuindo
para o aguecimento global e alterando o equilibrio do meio ambiente, porém o metano
produzido € importante para o bom funcionamento do riumen. Devido a esses
aspectos, pesquisas envolvendo a utilizacdo de alternativas que promovam a reducao
da emissdo de metano aliada ao bom funcionamento do rimen tém surgido com o
objetivo de minimizar impactos ambientais e promover uma pecudria de menor
impacto ao meio ambiente. Sendo assim, objetivou-se por meio deste trabalho abordar
as caracteristicas do ambiente ruminal, a producédo e emissao de metano e o0 uso de
monensina e 0leos essenciais para mitigar a producdo de metano entérico por
bovinos. Essas sao técnicas pesquisadas pela Embrapa Gado de Leite para avaliar o
efeito da inclusédo de diferentes aditivos na alimentacdo de bovinos sobre a emissao
de metano, acompanhadas durante o periodo de estagio curricular realizado na

instituicdo como parte do trabalho de concluséo de curso de Zootecnia.

Palavras-chaves: alternativas, bovinos, metano, mitigacdo, pecuaria,

sustentabilidade.
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1 INTRODUCAO

A emissao de gases de efeito estufa (GEESs) € um assunto fortemente discutido
na atualidade, mundialmente. No ano de 1997, foi estabelecido o protocolo de Quioto,
onde paises industrializados deveriam reduzir pelo menos 5% das emissdes de GEEs
até qualquer periodo entre os anos de 2008 e 2012, com relacdo aos niveis
apresentados no ano de 1990.

O protocolo de Quioto oferece mecanismos de flexibilizagdo para diminuicao
dos custos com a reducdo de emissdo de GEEs. Um desses mecanismos € 0
Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL), que envolve paises em
desenvolvimento, concedendo créditos para que alternativas com objetivo de mitigar
a emissao de gases de efeito estufa sejam propostas e testadas, e assim prevenir
mudancas climéticas e promover desenvolvimento sustentavel (FELIPETTO, 2007).

No Brasil, o MDL visa uma producdo animal mais sustentavel, com alimentos
alternativos de baixo custo, animais mais eficientes, o manejo correto de forragens e
diversas estratégias para diminuicdo do impacto ambiental causado por esses
animais. Com o aumento da preocupac¢do com relacdo a emissdo de GEEs e seus
impactos, maior investimento foi destinado as pesquisas nesse aspecto no setor
agropecuario.

A pecuaria brasileira, apesar da importancia na producdo de alimentos, é
apontada como uma das atividades que prejudicam o meio ambiente, principalmente
em fungdo do tamanho do rebanho bovino nacional, constituido por 215,2 milhdes de
animais (IBGE, 2016).

O gas metano é produto final do processo de fermentacdo ruminal e é
considerado o segundo maior contribuinte do efeito estufa, sendo emitido para a
atmosfera através da eructacédo, respiracdo e evacuacao de ruminantes (MURRAY et
al., 1976).

Do total de gases de efeito estufa, 3,3% s&o provenientes da fermentacao
entérica e 22% das emissdes de metano por fontes antropicas sao oriundas desse
processo, e o restante € proveniente de queimadas, terras cultivadas, combustivel
féssil, tratamento de esgoto, dejeto de animais e cultivo de arroz inundado (USEPA
apud PEDREIRA et al., 2005). A producéao de metano através da fermentacao entérica

de bovinos encontra-se em torno de 250 a 500L por animal/dia, representando perda
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de energia ingerida entre 2 e 12%, gerando animais menos eficientes (JOHNSON &
JOHNSON, 1995).

Os bovinos, mesmo sendo apontados como grandes emissores de metano, sao
uma das poucas fontes de emissdo deste gas que pode ser manipulada de alguma
forma. Os nutricionistas de ruminantes vém realizando pesquisas com o0 objetivo de
encontrar alternativas, como o uso de aditivos, para reduzir a producdo de metano
entérico, obtendo assim melhoras na eficiéncia alimentar dos animais, e como
consequéncia aumento na produtividade e menor contribuicdo da pecuaria para o
aquecimento global.

O uso de aditivos, como a monensina, esta em evidéncia devido a discussao
sobre a proibicdo do uso de antibidticos na nutricAo animal, enquanto os 0leos
essenciais atuam como alternativas naturais a utilizacao desses aditivos, atendendo
as exigéncias de consumidores que priorizam por produtos organicos.

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo revisar a literatura
descrevendo e caracterizando o ambiente ruminal e seus componentes, a producao e
a emissao de metano, reunindo informacdes referentes ao uso de monensina e 6leos
essenciais na alimentagdo de ruminantes como formas de mitigagdo de metano
entérico, tendo em vista a relevancia do assunto e a importancia da utilizacao de
alternativas para minimizar o impacto ambiental causado pela pecuaria. E relatar as
atividades desenvolvidas durante o periodo de estagio obrigatério para a concluséo
do curso de Zootecnia da Universidade Federal do Parana, na Embrapa Gado de Leite
— Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite (CNPGL).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi reunir informacdes referentes a utilizacéo de
monensina e Oleos essenciais na alimentagédo de bovinos como forma de reducéo da
emissao de metano entérico. E ainda, compor parte do trabalho de concluséo do curso
de Zootecnia da Universidade Federal do Parand, incluindo relatorio do estagio

realizado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microbiologia Ruminal

Os bovinos sé@o animais ruminantes e herbivoros, capazes de digerir e
aproveitar materiais de origem vegetal com mais eficiéncia devido a sua anatomia e
fisiologia, tais como a presenca de um estdmago verdadeiro (abomaso) e outros trés
compartimentos gastricos (omaso, reticulo e ramen).

O rumen é o maior dos compartimentos gastricos, preenchendo quase por
completo o lado esquerdo da cavidade abdominal, funcionando como camara
fermentativa, com movimentos reticulo-raimen que conduzem o alimento, misturando
o0 conteudo sdlido ao contetddo liquido, sendo esses movimentos também
responsaveis pela regurgitacdo do conteddo alimentar e eliminacdo de gases
(MARQUES, 2003; LANA, 2007). E um ambiente anaerobico (auséncia quase total de
oxigénio), propicio para o desenvolvimento microbiano, que apresenta temperatura
entre 38 e 42 °C (média de 39°C), alta umidade e pH em torno de 6,0 - 7,0, devido a
remocao constante dos &cidos (produtos da fermentacédo) (TEIXEIRA, 1997; FURLAN
et al. 2006).

Os ruminantes tém capacidade de ingerir e regurgitar alimentos, remastigar e
deglutir novamente, transformando o alimento ingerido em produto. O sistema
digestivo recebe, fermenta, digere e absorve os nutrientes advindos dos alimentos. O
retorno do bolo alimentar a boca e imediata mastigacéo serve para destruir grandes
particulas de alimentos e manter o pH ruminal por meio da saliva, solu¢céo alcalina,
rica em carbonatos e fosfatos. O rumen fornece condi¢cbes adequadas para o
crescimento e colonizacdo de microrganismos, para que estes realizem 0 processo
digestivo dos alimentos que sao deglutidos (MARQUES, 2003).

Os ruminantes apresentam relacdo de simbiose com 0S microrganismos
ruminais, possibilitando o uso de compostos complexos e nao utilizaveis para a
maioria dos outros animais. A relagdo simbidtica ocorre porque o animal fornece
alimento e ambiente favoravel para o crescimento dos microrganismos que, por sua
vez, suprem o animal com acidos resultantes da fermentacdo e proteina microbiana
(KAMRA, 2005).

A microbiologia do rimen é complexa, devido ao grande nimero de organismos

existentes (TEIXEIRA, 1997). Os microrganismos do rumen se dividem em trés
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populacbes: os que permanecem no liquido ruminal (alimentos recém ingeridos),
microrganismos aderidos a fracdo sdlida da digesta (degradacdo de alimentos
fibrosos) e os ligados a parede do raimen (MARQUES, 2003). O ecossistema do rimen
consiste principalmente de bactérias, protozoérios, fungos anaerébios e Archaeas
metanogénicas (TEIXEIRA, 1997; KAMRA, 2005; ARCURI et al., 2006).

As bactérias sdo responsaveis pela fermentacéo e sdo 0s maiores e principais
grupos de microrganismos encontrados no raimen (ARCURI et al., 2006). Existem
cerca de 22 géneros e 63 espécies de bactérias descritas, as quais sao divididas em
gram-positivas e gram-negativas, sendo as gram-negativas predominantes. As
bactérias resistem mais a oscilagfes do pH, se comparadas a protozoarios e fungos
e sao classificadas de acordo com o tipo de substrato que fermentam e do produto
final liberado por elas apés a fermentacdo (MARQUES, 2003). O desenvolvimento das
bactérias ocorre apdés o nascimento, principalmente pelo contato do bezerro com
outros animais e pelos diferentes tipos de alimentos consumidos.

Inicialmente é encontrada uma grande flora de bactérias aerdbicas que vai
desaparecendo a medida que o animal vai ingerindo forragens, fazendo com que as
bactérias anaerdbicas comecem a colonizar a microbiota. Estipula-se que a partir da
primeira semana que bezerros sdo alimentados com leite, feno e concentrado, a flora
comeca a se desenvolver, e algumas semanas depois a populacdo é semelhante a
de animais adultos (TEIXEIRA, 1997). A populacdo bacteriana é a mais diversa no
ramen, dividida em: celuloliticas, amiloliticas, glicoliticas, pectinoliticas, lipoliticas,
laticas, ureoliticas e proteoliticas, além de microrganismos anaerobios facultativos que
mantém niveis baixos de oxigénio dissolvido no conteudo ruminal (JOHNSON &
JOHNSON, 1995; TEIXEIRA, 1997; ARCURI et al., 2006).

Os protozoarios sao organismos anaerobicos ciliados, que apresentam
capacidade de degradacdo e fermentacdo de substratos, como celulose,
hemicelulose, pectinas, amido, acucares soluveis e lipidios. Todos os protozoarios
armazenam grande quantidade de amido, que é usado como fonte de energia. Sao
proteoliticos, realizam a degradacéo de proteinas, excretando aminoacidos e amoénia
como produto final (TEIXEIRA, 1997), e controlam a populacdo microbiana, evitando
superpopulacdo (MARQUES, 2003). O estabelecimento dos protozoarios no rimen &
dificil e depende, sobretudo, do contato com outros animais que tenham protozoarios
no rumen. Normalmente, o estabelecimento se da pela secrecdo de saliva e

ruminacgao. Protozoarios sao encontrados no rumen, em condicbes normais, a partir
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da terceira semana de vida, aumentando consideravelmente a medida que o pH
ruminal aumenta. Em bezerros lactentes, o pH ruminal é baixo, o que dificulta o
estabelecimento de protozoarios (sensiveis a pH baixo) (TEIXEIRA, 1997).

Os fungos representam apenas 8% da massa microbiana, sendo um grupo de
microrganismos que fermentam carboidratos, produzindo formato, acetato, lactato,
etanol, gas carbbnico (CO2) e hidrogénio (H2), gerando co-culturas com Archaeas
metanogénicas (MACHADO, 2010).

3.1.1 Archaeas metanogénicas

As Archaeas metanogénicas, sdo um grupo de organismos distintos
filogeneticamente de bactérias (JOHNSON & JOHNSON, 1995). As Archaeas
diferenciam-se das bactérias em algumas caracteristicas, como a parede celular, que
€ composta por pseudopeptidoglicano, ao contrario das bactérias que apresentam
parede celular composta por peptideoglicano; a membrana celular, que nas Archaeas
€ constituida por lipidios de cadeias hidrocarbonadas ramificadas que se ligam ao
glicerol por ligacdes do tipo éter e nas bactérias essas ligacdes sédo do tipo éster. E
pelo genoma, pois o DNA nas metanogénicas é Unico e circular e nas bactérias €
fragmentado em cromossomos multiplos (Tabela 1) (RAISMAN & GONZALEZ, 2006;
KOZLOSKI, 2011).

Tabela 1. Diferencas apresentadas entre Archaeas metanogénicas e bactérias.

Archaeas Bactérias

Parede _ _ ) )
Pseudopeptidoglicano Peptidoglicano
Celular
Membrana o _ C :
Lipidios éteres de glicerol Lipidios ésteres de glicerol

Celular

o . DNA fragmentado em cromossomos
Genoma DNA Unico e circular

multiplos

Adaptado de Raisman & Gonzalez (2006) e Kozloski (2011).

As metanogénicas, principais representantes do filo Euryarchaeota, ocupam

um nicho metabdlico exclusivo e sdo microrganismos estritamente anaerdbios que
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crescem em ambientes com potencial redox baixo (MCALLISTER et al., 1996; ISHINO
et al., 1998). As Archaeas possuem cofactores exclusivos (coenzima M, F420 e F430)
e lipidios unicos (ésteres de isopranil glicerol), estes microrganismos podem estar
presentes no rimen em trés formas diferentes: livres no fluido do rimen, associadas
as particulas de protozoarios ou ligadas ao epitélio ruminal (McALLISTER et al., 1996;
JANSSEN & KIRS, 2008).

Os protozoérios apresentam relacdo de simbiose com as Archaeas, pois
produzem hidrogénio, que é utilizado por estes microrganismos para a formacao de
metano, podendo ser responsaveis por até 37% da metanogénese, enquanto as
Archaeas fornecem ambiente adequado para o desenvolvimento desses
microrganismos (VAN SOEST, 1994; WILLIAMS & COLEMAN, 1997). E essa relacéo
também favorece a permanéncia das Archaeas no rimen quando a taxa de passagem
é elevada, como em dietas ricas em concentrado, pois 0S microrganismos
metanogénicos sdo mais sensiveis as mudancgas no ambiente ruminal e sdo afetados
por muitos fatores dietéticos (VALADARES FILHO & PINA, 2006).

As Archaeas metanogénicas encontradas no rdmen mais citadas s&o:
Methanosarcina barkerii; Methanobrevibacter ruminantium; Methanobacterium
formicicum; Methanomicrobium mobile (TEIXEIRA, 1997; JARVIS et al. 2000;
MARQUES, 2003; KAMRA, 2005; BEAUCHEMIN & MCcGINN, 2006), sendo a
Methanobrevibacter spp. a de maior presenca no rimen (McALLISTER et al., 1996),
estas aderem as particulas sdélidas no rimen, crescendo a uma taxa menor e
mantendo-se no rimen (JANSSEN, 2010).

De acordo com o substrato usado para o crescimento e formacao de metano,
as Archaeas metanogénicas podem ser classificadas em trés grupos distintos: as
metanogénicas metilotréficas, que consomem compostos metil como metilaminas,
metanol e metanotiol; as metanogénicas hidrogenotréficas (maioria das espécies),
que utilizam o gas carbdnico e o hidrogénio, formato ou alguns 4&alcoois e
metanogénicas acetotroficas ou acetoclasticas, que usam acetato (RUSSELL et al.,
1992; McALLISTER et al., 1996; WHITMAN et al., 2006; JANSSEN & KIRS, 2008).
Mas a via preferencial é a reducdo de COz2, utilizando H2 como doador de elétrons,
eliminando o excesso de hidrogénio do rimen (BAKER, 1999).

Os microrganismos metanogénicos convertem esses substratos em metano

para obter energia. A producdo de metano pelas Archaeas gera perdas de energia
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ingerida, sendo maiores quanto maior for a participacéo de forrageiras na alimentacao
(MARQUES, 2003; FASSIO, et al. 2010).

3.2 Fermentacdo Ruminal

Os microrganismos presentes no rimen s&o responsaveis pela secrecao de
enzimas que irdo degradar carboidratos (estruturais e ndo estruturais), proteinas e
lipidios consumidos pelos animais em um processo anaerobico, conhecido como
fermentacdo. Esse processo ocorre devido a relagdo de simbiose entre o animal
hospedeiro e 0s microrganismos presentes no rimen, para que haja aproveitamento
dos componentes da parede celular de vegetais e dos demais nutrientes do contetudo
celular. Os microrganismos sdo divididos em dois grupos: microrganismos que
fermentam os nutrientes advindos dos alimentos e microrganismos que utilizam os
produtos finais da fermentagéo do primeiro grupo (KRUG, 1993; TEIXEIRA, 1997,
ARCURI et al., 2011). A populagdo de microrganismos depende do comportamento
alimentar e da composicdo da dieta que o animal recebe (VAN SOEST, 1994;
MARQUES, 2003).

A fermentacdo permite que 0s ruminantes possam utilizar carboidratos como
fonte de energia e compostos nitrogenados ndo proteicos como fonte de proteina
(VALADARES & PINA, 2006). No rumen, os alimentos se misturam aos
microrganismos devido a movimentacdo peristaltica (reticulo-ramen). Esses
movimentos e a ruminacdo expdem o0s alimentos para que sejam atacados pelos
microrganismos do ecossistema ruminal (TEIXEIRA, 1997). Os microrganismos
ruminais associam-se e aderem as particulas de alimento ingeridas, a adesao ao
substrato € feita por meio de mecanismos especificos, sendo este o passo inicial para
o processo digestivo. As bactérias que estao levemente associadas as particulas de
alimento e as que estdo fortemente associadas sao responsaveis por 70 e 85%, das
atividades enzimaticas, respectivamente (VALADARES & PINA, 2006).

Apbés a ingestdo, os carboidratos sdo transformados, por acdo dos
microrganismos, em hexoses, pentoses e &cidos urbnicos. Esses substratos
produzem energia e outros substratos necessarios para o desenvolvimento do animal
(BAKER, 1999).

A via da (glicdlise (Embden-Meyerhof-Parnas) é utilizada para que os

microrganismos presentes no ecossistema ruminal fermentem a glicose e outros
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produtos da hidrolise de carboidratos (hexoses) em piruvato (composto no qual todos
os carboidratos devem ser convertidos antes de serem transformados em AGCCQC),
proporcionando dois moles de ATP e dois moles de NADH para 0s microrganismos.
O NADH age com a molécula de piruvato, produzindo possiveis produtos da
fermentacao, variando de acordo com o substrato fermentado. O ATP que é gerado
durante a glicélise € fonte de energia imediata, pois recebe a energia que esta na
molécula de glicose, sendo utilizada para desenvolvimento dos microrganismos no
ramen (ANTUNES & RODRIGUES, 2006) e pelos acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), para fornecer energia aos animais.

O ecossistema ruminal é um ambiente anaerébico e a fermentagcdo em
ruminantes envolve um processo oxidativo, por isso, durante a oxidacdo, NAD é
reduzido a NADH. Este cofator tem de ser re-oxidado através da desidrogenacdao, para
que o processo de fermentagcdo de aglUcares ocorra completamente (JAYANEGARA,
2008). A fermentacdo ruminal ocorre normalmente em uma faixa de osmolaridade
entre 260 e 340 mOsm, sendo mantida em valores préximos a 280 mOsm
(VALADARES & PINA, 2006).

Durante o processo fermentativo, a matéria organica é transformada em
compostos como acidos graxos, aminoacidos e acgucares, que posteriormente sdo
transformados pelas bactérias acetogénicas em compostos mais simples como acidos
graxos de cadeia curta, hidrogénio e dioxido de carbono e por ultimo os
microrganismos metanogénicos transformam esses substratos nos gases metano e
CO2 (MARCAL JUNIOR, 2012).

Outros gases sao produzidos em menores quantidades no ambiente ruminal,
como o hidrogénio, nitrogénio (N2) e o oxigénio (O2). A propor¢cdo média de cada gas
produzido durante o processo de fermentacdo varia de acordo com o alimento
ingerido, com a microbiota ruminal e o balanco fermentativo (VAN SOEST, 1994;
TEIXEIRA, 1997).

Apés a fermentacdo, os carboidratos ndo degradados sdo fermentados no
intestino grosso, da mesma forma como ocorre no rumen (KOZLOSKI, 2002;
MARQUES, 2003). A fermentacao intestinal nos ruminantes acontece principalmente
no ceco e no colon proximal, ambientes com caracteristicas semelhantes ao rimen.
Porém, o tempo de permanéncia da digesta neste compartimento € menor com
relacdo ao tempo de permanéncia do substrato no riamen. Nesta parte do trato

digestorio existem bactérias anaerdbicas, assim como as que estdo presentes no
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rimen, sendo a populagdo microbiana do intestino grosso inferior. Similar a
fermentacdo ruminal, os produtos da fermentacéo intestinal sdo os acidos graxos de
cadeia curta, acético, butirico e propidnico, e cerca de 6 a 14% da producdo de CHa4

do animal ocorre no intestino (IMMIG, 1996).

3.2.1 Principais Produtos da Fermentagdo Ruminal

A maior parte dos nutrientes presentes nos alimentos fermentados no ramen
da origem aos &cidos graxos de cadeia curta, principais produtos da fermentacéo
ruminal, produzidos, principalmente, através do processo fermentativo de
carboidratos, tais como celulose, hemicelulose, pectina, amido e acucar (BAKER,
1999; KOZLOSKI, 2002; MARTIN et al., 2009; GRAMINHA et al., 2012; MEDEIROS
& MARINO, 2015), e que sdo absorvidos no ramen, enquanto outros nutrientes
passam para outros compartimentos digestivos (MARQUES, 2003). Os AGCC sao de
natureza hidrossollvel, compostos por até cinco carbonos e encontrados em altas
concentracdes no rimen (GONZALEZ & SILVA, 2006). Estes acidos contribuem com
50 a 80% da energia digestivel dos alimentos, apresentando concentracao total
variando entre 60 e 160 mmol/L no fluido ruminal; uma maior producéo desses acidos
estimula o desenvolvimento das papilas ruminais (KOZLOSKI, 2002; MARQUES,
2003; FURLAN et al., 2006).

A maioria dos carboidratos sao fermentados e transformados em acidos graxos
volateis no rimen por difusdo passiva de sua forma nao ionizada, que € capaz de
atravessar membranas livremente. Em sua maioria, os acidos graxos volateis sédo
absorvidos pelo préprio epitélio ruminal, ndo havendo gasto de energia para a
absorcéo, porém, uma pequena porcao pode ser degradada e absorvida no omaso e
abomaso, quantidade que pode variar em torno de 10 a 20% (KOZLOSKI, 2002;
MARQUES, 2003).

A taxa de absorcdo dos acidos graxos é diretamente proporcional a
concentracéo de cada acido no liquido ruminal, e aumenta de acordo com o tamanho
da cadeia de carbonos (KOZLOSKI, 2002).

A atividade microbiana e a absor¢cdo dos acidos graxos volateis no ramen
determinam o volume de AGVs presentes no contetdo do reticulo-rimen. Quando a
atividade microbiana aumenta, a fracdo de &cidos graxos também aumenta. A

concentracédo de AGVs total e o porcentual de cada um irdo depender do consumo e
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composicdo da dieta, que também ird estabelecer a predominancia de determinado
acido, influenciada pela espécie de microrganismo envolvida na fermentagdo. Assim,
dietas a base de gréos, com maiores percentuais de concentrado, produzirdo maiores
guantidades de acido propibnico e reduzirdo a producdo de acetato, enquanto dietas
a base de forragens levardo a aumento na concentracéo de acido acético em relacéo
a concentracdo de acido propidnico (TEIXEIRA, 1997; MARQUES, 2003). Em dietas
a base de volumoso as proporcdes sdo de 65%, 25% e 10% para os acidos acético,
propidnico e butirico, respectivamente, e para racdes a base de concentrado as
propor¢des desses acidos sdo de 50% para o acido acético, 40% de acido propidénico
e 10% de acido butirico, podendo variar de acordo com o pH do rimen (NUSSIO et
al., 2006).

As taxas de producéo dos acidos graxos também podem variar de acordo com
o tempo de ingestdo dos alimentos; alimentos a base de concentrado apresentam pico
de producdo em torno de 2 a 3 horas ap0s a ingestdo, jA em dietas a base de
forragens, o pico ocorre em torno de 4 a 5 horas apdés a ingestdo (KOZLOSKI, 2002).

Durante o processo de fermentacdo, a producédo de &cido acético e butirico
envolve a liberacdo de grande quantidade de hidrogénio (BAKER, 1999), gerando
perda de energia na forma de metano e diéxido de carbono de, aproximadamente,
12% (RUSSELL & STROBEL, 1989).

Altos teores de hidrogénio devem ser removidos, para que 0s sistemas
enzimaticos ndo sejam inibidos. Este hidrogénio € utilizado por organismos
metanogénicos, juntamente com o diéxido de carbono para producdo de metano. Ja
no processo fermentativo, que apresenta acido propiénico como produto, ha captura
do hidrogénio do meio, diminuindo as concentracfes disponiveis para a producéo de
metano (KOZLOSKI, 2002; BERTIPAGLIA, 2008).

3.2.1.1 Acetato

O acetato é considerado o principal acido graxo volatil, por ser a fonte mais
importante de energia metabolizavel e o principal substrato utilizado para lipogénese,
além de ser o mais produzido no rumen pelos microrganismos (ANTUNES &
RODRIGUES, 2006).

A producéo de acetato se da através da transformagéo de piruvato em formato

e acetil-CoA, pela enzima piruvato liase. A reacao que inicia o metabolismo do acetato
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€ a conversdo de piruvato em acetil-CoA pelo sistema enzimatico da acetil-CoA
sintase. Apos o piruvato ser convertido a formato, este é entdo convertido a CO2z e Hz
(ANTUNES & RODRIGUES, 2006).

Em dietas a base de volumoso, a producao de acetato € maior em relacao aos
outros acidos, porém, o percentual desse acido apds a fermentacdo rapida dos
alimentos e de dietas ricas em proteinas pode ocasionar decréscimo na producao de
acido acético, assim como dietas a base de concentrado, devido as alteracées no pH
(TEIXEIRA, 1997).

3.2.1.2 Butirato

O butirato é um acido graxo volatil, utilizado na sintese de glicose no figado via
glicogénese (TEIXEIRA, 1997). A producdo desse acido, assim como a de acetato,
resulta na liberagdo de hidrogénio e favorece a formagédo de metano (HEGARTY,
2001). Além disso, as reacfes que envolvem a formacdo de acetato estdo inter-
relacionadas as reacdes de formacao do acido butirico, quando estas ocorrem a partir
de acetil-CoA (PEDREIRA & PRIMAVESI, 2006).

A principal via da sintese de &cido butirico é a inversdo da beta oxidagéo, onde
sdo usadas duas moléculas de acetato. Outra via € a do malonil-CoA, que é
combinado com acetil-CoA, formando acetoacetil-CoA, que € reduzido a butirato. Com
essa sequéncia de reacoes ha a liberacdo de um ATP e um butirato (TEIXEIRA, 1997).
O &cido butirico pode ser absorvido e transportado até o figado via sistema porta-
hepético, transformado em corpos cetdnicos nas células da parede ruminal ou
reduzido a CO2 e agua (H20) (VAN SOEST, 1994; TEIXEIRA, 1997; KOZLOSKI,
2002).

3.2.1.3 Propionato

O propionato € o precursor mais importante de sintese de glicose pela via
gliconeogénese. As bactérias amiloliticas séo responsaveis pela formacao de acido
propidnico devido a fermentacdo do amido (KRUG, 1993; TEIXEIRA, 1997; NUSSIO
et al., 2006).

A sintese de &cido propibnico é realizada por duas vias: através da formacgéo

de oxaloacetato e succinato e por meio da formacdo de acrilato (PEDREIRA &



23

PRIMAVESI, 2006). O propionato, assim como 0s outros produtos da fermentacéo
ruminal, € produzido a partir do piruvato, através das enzimas fosfoenol piruvato
carboxiguinase, piruvato carboxilase e metilmalonil-CoA carboxitransferase, que
convertem succinato a propionato. A via do acrilato é a mais importante para animais
que recebem dietas ricas em concentrado. Nessa via o piruvato é transformado em
lactato, posteriormente em acetil-CoA, que é reduzido a propionil-CoA, produzindo um
terco da producéo total de propionato, sem envolver a sintese de ATP (TEIXEIRA,
1997; KOZLOSKI, 2002; NUSSIO et al., 2006).

Além da importancia do propionato na formacao de glicose, esse 4cido também
esta diretamente relacionado com a producao de metano, pois a sintese de propionato
€ considerada uma via competitiva para a utilizacdo de hidrogénio no ramen,
diminuindo a disponibilidade desse substrato para a producdo de metano pelas
metanogénicas (MOSS, 2000; HEGARTY, 2001; RODRIGUEZ & CAMPOS, 2007), ou
seja, quanto maior for a producéo de &cido propiénico, menor seré a producéo de CHas
(JOHNSON & JOHNSON, 1995).

3.3 Metanogénese

O metano € um coproduto da fermentacdo entérica de ruminantes, a sua
formacéo é denominada metanogénese (ARAUJO, 2011). A formacéo desse gas € a
tltima etapa da fermentacdo, sendo uma reacao que consome energia e funciona
principalmente como dreno de hidrogénio no ramen, evitando acidificacdo do pH e
permitindo que a fermentagcao dos alimentos ocorra normalmente, com a producao de
acidos graxos volateis, pois com a producdo dos acidos acético e butirico ha grande
producao de hidrogénio, que deve ser retirado do ambiente ruminal para que néo haja
acumulo, permitindo que a re-oxidacdo de NADH ocorra (JOHNSON & JOHNSON,
1995; IMMIG, 1996; MCALLISTER etal., 1996; ULYATT & LASSEY, 2001; KOZLOSKI,
2011; GARCIA, 2013). Outras vias para a utilizagdo de hidrogénio existem no rimen,
como a conversao de nitrato (NO3) em amoénia (NHs) (FAHEY & BERGER, 1993, apud
NEVES, 2008).

Grande parte do hidrogénio presente no rumen € utilizado para o crescimento
da microbiota ruminal, para a biohidrogenac¢éo de acidos graxos insaturados e para a
producdo de glicogénio, e o restante é usado para a formacdo de metano pelas

Archaeas, que reduzem dioxido de carbono e hidrogénio em metano e &gua
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(BENCHAAR et al., 2001; BEAUCHEMIN et al., 2008). Quantidades elevadas de H2
sao importantes para o crescimento e sobrevivéncia das metanogénicas, evitando que
esses microrganismos sejam levados do ramen em altas taxas de passagem, em
valores de pH ruminal subétimos ou na presenca de mecanismos de mitigacdo de
metano (JANSSEN, 2010).

A producdo de metano pode variar devido a quantidade de carboidrato
fermentado e de acordo com a propor¢cdo de acetato e propionato que é produzida
(JOHNSON & JOHNSON, 1995). Segundo Ulyatt & Lassey (2001), 80 a 90% do
metano € sintetizado durante a fermentacao da dieta no reticulo-rimen, e 0s outros
10 a 20% sé&o formados no ceco e intestino grosso.

Para a realizacdo da metanogénese, H2 e CO:2 livres no rimen s&do os
substratos mais utilizados, onde a formacéo de metano envolve uma molécula de CO:

e quatro moléculas de hidrogénio (MOSS, 2000):

CO2 +4 Hz -> CHs + 2 H20

A metanogénese é constituida por varias reacdes de reducdo, como ilustrado
na Figura 1. A primeira rea¢do da metanogénese € a ligacéo de CO2 ao metano furano,
sendo reduzido a formil pelos elétrons advindos de hidrogénio, produzindo a enzima
formil metano furano desidrogenase (CHO-FMR). Em seguida, o grupo formil é
transferido para tetrahidrometanopterina (H4MPT), uma pterina exclusiva de
organismos metanogénicos, que funciona como transportador de compostos
intermediarios da formacéo de metano. Durante a transformacédo de 5-formil-H4AMPT
em metenil-H4MPT, ocorre a liberacéo de H20. As reducdes de metenil ao metileno e
de metileno a metil sdo realizadas pela coenzima F420 reduzida. Antes da reducéo a
metano, o grupo metil do metil-H4MPT é transferido para a coenzima M (HS-CoM), e
s6 entdo o metil coenzima-M (CH3-S-CoM) é reduzido a metano com acao da metil
coenzima redutase (MCALLISTER et al., 1996; THAUER, 1998; PARES & JUAREZ,
1997).
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Figura 1. Ciclo da redugéo de CO2 a CHa4 pela agédo das metanogénicas. Adaptado
de Parés & Juéarez (1997).

3.4 Emissao de Metano

O metano é um hidrocarboneto gasoso, inodoro e incolor, pouco soluvel em
agua, de molécula tetraédrica (CHa) e apolar, sendo, dentre os gases de efeito estufa,
0 segundo maior contribuinte do aguecimento global (VIEIRA et al., 2010), com taxa
de crescimento de 7% ao ano e capacidade para armazenar calor 25 vezes maior do
que o COz2, e com tempo de vida na atmosfera de 12 anos (GASTALDI, 2003; IPCC,
2006).

A producao total de metano €, em sua maioria (70%), relacionada a fontes
antrépicas, dentre elas a agropecuaria, e o restante da producgéo (30%) advém de
fontes naturais de emissao (IPCC, 2001). A principal fonte de emisséo de gases pelo
setor agropecuario € a fermentacdo entérica, seguida pelos solos agricolas,
processamento anaerdbico de dejetos animais, cultivo de arroz e queimadas (MCTI,
2014).
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Devido ao processo de fermentacao entérica, os bovinos sdo apontados como
responsaveis por 96,8% das emissdes de metano da pecuaria para a atmosfera
(BERNDT et al., 2015). E uma fonte adicional de emissao que pode ser associada a
esses animais, € a fermentacao anaerébica de dejetos produzidos pelos ruminantes
(PEDREIRA & PRIMAVESI, 2006; PATINO et al., 2012). Outros animais, incluido
ruminantes e ndo ruminantes, contribuem com 3,2% das emissdes de metano entérico
(BERNDT et al., 2015).

A maior parte do metano produzido no rumen (95%) € eliminada pela eructacéo,
junto com outros gases, e o restante € absorvido pelo epitélio ruminal, transportado
via corrente sanguinea e eliminado na respiracdo (MARQUES, 2003; KOZLOSKI,
2011). Do metano produzido no intestino grosso, 89% é excretado via respiracao e
11% pelo &nus (MURRAY et al., 1976).

EMISSOES DE CHa POR ATIVIDADES
PECUARIAS

75%

12%
13%

GADO DE CORTE GADO DE LEITE OUTRAS FONTES

Figura 2. Porcentagem de emissdes de metano (CHas) por diferentes atividades
pecuarias. Adaptado de MCTI (2014).

A Figura 2 mostra os diferentes percentuais de emissbes de CHas
provenientes dos setores da pecuaria, no ano de 2012, apontando a fermentacao
entérica de bovinos de corte como a principal fonte emissora, seguida pela
fermentacado entérica de bovinos leiteiros. Essa grande variagdo de emissao entre 0s
setores se justifica pelo tamanho dos rebanhos bovinos presentes no Brasil, sendo

em sua maioria populacdes de bovinos criados para corte. O restante das emissoes é



27

dado por outros ruminantes e nao-ruminantes (MCTI, 2014), corroborando com 0s
dados encontrados por Pinedo et al. (2009), onde os bovinos de corte e leite foram os
principais contribuintes nas emissdes de metano geradas pela pecuaria entre 0s anos
de 1990 a 1995 e 2000 a 2005.

A produgdo de metano por ruminantes representa perda de energia ingerida
significativa para os animais (JOHNSON & JOHNSON, 1995; McALLISTER et al.,
1996). De acordo com Johnson & Johnson (1995), a perda de energia para a producao
de metano pode chegar a 12%, enquanto Blaxter & Clapperton (1965), Johnson &
Ward (1996) e Jayanegara (2008) encontraram valores mais baixos, cerca de 5 a 10%
de perda da energia bruta ingerida. Pesquisas mais atuais mostram que as perdas de
energia na forma de metano apresentam valores em torno de 4 a 15% (Tabela 2)
(MCT, 2004). Essa perda de energia reflete diretamente na eficiéncia do animal,

podendo gerar queda no seu desempenho (PRIMAVESI et al., 2004b).

Tabela 2. Percentuais de perda de energia ingerida relatados por diversos autores.

Perdas de energia Referéncia
6,7 -9,3% Blaxter & Clapperton (1965)
2-12% Johnson & Johnson (1995)
5,5-6,5% Johnson & Ward (1996)
4-15% MCT (2004)
6-10% Jayanegara (2008)

O Intergovernamental Panel on Climate Change (IPCC) recomenda a utilizacao
de dois métodos para calcular fatores de emissdo de metano. O método Tier 1, que
envolve o uso de fatores de emisséo padrdo, como o numero de animais por categoria;
engquanto o método Tier 2 envolve o uso de informacgdes especificas do pais, como o
consumo de racgdo diario e percentual de energia perdido na produgdo de metano,
para calcular os fatores de emissdo. O método Tier 2 € recomendado para estimar as
emissdes de metano em paises com grandes popula¢des de bovinos ou ovinos
(IPCC, 2006).
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3.4.1 Fatores que afetam a emissé&o de metano

A emissdo de metano depende de varios fatores, entre eles estdo a raca do
animal, o sistema de producdo, a categoria animal, o nivel de consumo, o tipo de
carboidrato fermentado, o processamento da dieta, a adicdo de lipidios, a
suplementacao mineral, a digestibilidade e a modificagcdo da microbiota ruminal, sendo
a composicdo da dieta e o consumo de alimentos os principais reguladores da
producdo e emissao de metano entérico (McCALLISTER et al., 1996; PEDREIRA &
PRIMAVESI, 2006).

3.4.1.1 Dieta

A dieta fornecida ao animal é o primeiro fator que afeta a producéo de metano,
pois é fonte direta e indireta de substrato para os microrganismos metanogénicos. A
fisiologia dos animais pode interagir com as metanogénicas e com a dieta, levando a
variacdo na emissdo de metano (JOHNSON & JOHNSON, 1995; ULYATT & LASSEY,
2001).

3.4.1.2 Composicédo da dieta

A adicdo de concentrado na dieta de ruminantes gera modificacdes na
populacdo microbiana do rumen, levando ao desenvolvimento de bactérias
amiloliticas, resultando em mudanca nas propor¢cbes de AGVs, aumentando a
producdo de propionato e minimizando a producdo de acetato. Esse processo
acarreta em queda na disponibilidade de Hz no rumen e, consequentemente, em
menor producdo de metano (JOHNSON & JOHNSON, 1995; PEREIRA et al., 2011).
Dietas a base de graos podem reduzir a populacdo de metanogénicas ou torna-las
menos ativas (VAN KESSEL & RUSSELL, 1996), pois o ambiente apresenta-se
menos favoravel a sobrevivéncia desses microrganismos metanogénicos.

Segundo Berchielli et al. (2003), a adicao de 60% de concentrado na dieta torna
o0 ambiente ruminal desfavoravel para as metanogénicas, devido as alteracdes no pH
do ramen. Segundo relatos de Johnson & Johnson (1995), animais recebendo dietas
com 90% de concentrado, apresentaram reducao de 2 a 3% na produg&o de metano.

O aumento no consumo de concentrado pode diminuir a proporgdo de energia
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proveniente da dieta que seria convertida em metano, devido a menor producao desse
gas (BLAXTER & CLAPPERTON, 1965).

Em estudo realizado por Benchaar et al. (2001) a produgéao de metano foi menor
(-22%) devido a substituicdo de alimentos fibrosos por alimentos com maiores teores
de amido. Estremote (2016), utilizando animais da ragca Guzera, recebendo dieta com
50% de concentrado, observou aumento de 10% na producdo de CH4 do que em
animais que receberam dietas com 70% de concentrado.

Cuidados devem ser tomados com a adic&o de altos teores de concentrado nas
dietas, pois pode haver queda do pH ruminal, levando a distlrbios metabdlicos como
acidose ruminal, e gerando desnaturacdo das bactérias celuloliticas (sensiveis a pH
acido), proporcionando transtornos na digestédo da porcéo fibrosa (PRIMAVESI et al.,
2004b). Além disso, a emissédo de outros gases de efeito estufa como CO2 e NO:2
devido aos processos envolvidos na producgéo de graos, podem superar os resultados
positivos da adicdo de concentrado na dieta.

No Brasil a maioria dos sistemas de producdo animal ocorre em pastagens,
apresentando menor numero de sistemas que fornecem dietas com altas propor¢cdes
de grdos (PEDREIRA et al., 2005). Animais que recebem maior proporcdo de
volumoso, tendem a aumentar a relacao acetato:propionato, fazendo com que grande
quantidade de H: seja liberada no rimen, sendo consumida pelos microrganismos
metanogénicos para sintese de metano (GARCIA, 2013).

As forragens apresentam caracteristicas que levam a menor taxa de passagem,
aumentando a permanéncia das particulas de alimento no rimen. A quantidade de
metano produzida aumenta de acordo com a quantidade de forragem ingerida
(JOHNSON & JOHNSON, 1995; McALLISTER et al., 1996).

A emissdo de metano pela ingestdo de volumosos também pode ser
influenciada pelo tipo de volumoso ingerido. As leguminosas geram menos metano
em relacdo as gramineas, devido a presenca de tanino (metabdlito secundario de
plantas) (VARGA & KOLVER, 1997; PEREIRA et al., 2011).

Benchaar et al. (2001) observaram que a producéo de metano foi menor (-28%)
com o fornecimento de Alfafa (leguminosa) em relacdo ao fornecimento de Timothy
(graminea), e que a producao de CHa4 diminuiu 20%, com silagem de Alfafa comparada
ao feno, devido a maior taxa de passagem desses alimentos que apresentam melhor
digestibilidade.



30

Com a realizacdo de trés experimentos, Martinez (2013) sugeriu que a
producdo de metano em sistemas a pasto pode ser reduzida por meio de préticas de
manejo que exercem influéncia sobre as caracteristicas da dieta. A condicao
fisiologica das forragens (estagio de maturacao), as caracteristicas das espécies (C3
e C4), a presenca de compostos secundarios e a inclusdo de leguminosas na dieta,
podem modificar a degradacéo de nutrientes e possivelmente os fatores fisioldégicos
dos animais podem permitir a diminuicdo da producdo de metano. Forrageiras C4
apresentam maiores proporc¢des de parede celular do que plantas de metabolismo C3,
favorecendo a fermentacdo acética e maior producdo de metano. Porém, a parede
celular de plantas C4 apresentam baixa digestibilidade e menor velocidade de
fermentacdo em relacdo as plantas C3, fornecendo menos substrato para 0s
microrganismos metanogénicos (PEDREIRA & PRIMAVESI, 2006). Kurihara et al.
(1999) estipularam que dietas com plantas de metabolismo C4 emitem 144 g/d a mais
de metano do que dietas com plantas de metabolismo C3 e 97 g/d de metano a mais
do que dietas ricas em graos.

Para Neves (2008), maiores relacGes acetato:propionato e altas producdes de
metano foram observadas em tratamentos contendo 70% de volumoso se
comparados a tratamentos com 30% de volumoso.

Primavesi et al. (2004a) realizaram medic6es de emissdo de metano durante a
época de chuvas em vacas lactantes, vacas secas e novilhas recebendo adequada
oferta de forrageiras de clima temperado e adubadas, e também mediram emissdes
de novilhas em pastagens de clima tropical ndo adubadas. A emissao de CHa4 foi maior
em vacas lactantes (13,8 a 16,8 g/hora) em relagéo a vacas secas (11,6 a 12,3 g/hora)
e novilhas (9,5 g/hora). Novilhas em pastagem nao adubada apresentaram emissées
de 7,6 a 8,3 g/hora, sendo estas as que mostraram maior emissédo de CHa por matéria
seca (MS) digestiva ingerida (58 a 62 g/kg), em relacéo a vacas lactantes (42 a 69
g/kg), secas (46 a 56 g/kg) e novilhas em pastagens adubadas (45 a 58 g/kg).

3.4.1.3 Consumo

O consumo de matéria seca influencia a emissdo de metano, pois em
condicdes de melhora na qualidade do alimento, ha maior ingestdo de MS e maiores
niveis na emissdo de metano, que também séo altos em animais que necessitam de
mais energia (PRIMAVESI et al., 2004b).
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Quanto maior o consumo de matéria seca, maior sera a producdo de metano
em valores absolutos, porém, em valores relativos h4 menor producdo de metano por
kg de matéria seca ingerida (JOHNSON & JOHNSON, 1995).

Benchaar et al. (2001) encontraram que maior ingestao de matéria seca diminui
as perdas de energia na forma de CH4 entre 9 e 23%, pois a taxa de passagem do

alimento é maior, permanecendo menos tempo retido no ramen.

3.4.1.4 Digestibilidade

A producédo de metano varia com o aumento da digestibilidade da dieta, sendo
gue o aumento da digestibilidade eleva as taxas de passagem, fazendo com que a
producdo de metano seja menor e a producdo de propionato aumente. Conforme o
alimento vai sendo digerido a taxas de passagem menores, as concentracdes de H:2
no rimen séo reduzidas, e a producdo de metano aumenta e de propionato diminui
(JANSSEN, 2010).

A oferta de concentrado para ruminantes melhora o aproveitamento dos
nutrientes, pois a digestibilidade é alta e a fermentacdo é rapida, levando a maior
eficiéncia e menor producdo de metano (LOPES et al., 2013).

Dietas com alimentos de baixa digestibilidade e com teores de proteina bruta
menores do que 7% resultam em maior tempo de retencdo no ramen, maior atividade
de bactérias celuloliticas e maior emissdo de metano se comparados a dietas com
teores de proteina adequados e maior taxa de passagem no ramen (PRIMAVESI et
al., 2012).

3.4.1.5 Processamento

O processamento de forragens pode diminuir a producdo de metano em até
40%, pois ha reducao na fibra efetiva da dieta, gerando queda no pH do fluido ruminal,
fazendo com que a atividade de microrganismos celuloliticos seja menor, minimizando
a producéo de acetato e aumentando a taxa de passagem da forragem (JOHNSON &
JOHNSON, 1995; JAYANEGARA, 2008).
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3.4.1.6 Lipidios

A adicao de lipidios na dieta de bovinos diminui a metanogénese através da
utilizacdo de H: livre na rota da biohidrogenagéo de é&cidos graxos insaturados;
reducdo da fermentacdo ruminal dos constituintes fibrosos da dieta e da matéria
organica fermentavel, maior producdo de &cido propibnico e a inativacdo de
protozoarios (MORAIS et al., 2006; ARAUJO, 2010; BASSI et al., 2012). A influéncia
da biohidrogenacao dos acidos graxos insaturados sobre a metanogénese € pequena,
sendo que a hidrogenacgéo de 1 mol de &cido linolénico afeta apenas a formacéo de
0,75 mol de CH, (MARTIN et al., 2009).

O efeito da suplementacao lipidica na emissdo de metano ira depender do tipo
de lipidio e da dieta fornecida, nivel de suplementacdo e a forma de fornecimento
(BEAUCHEMIN et al., 2008).

Segundo Pereira et al. (2011), a adi¢ao de lipidios na dieta ndo deve passar de
7% da matéria seca, para que ndo haja depressdo no consumo e para que o efeito da
suplementacao lipidica ndo gere acumulo de H2 no rimen, inibindo a atividade dos

microrganismos ruminais, e prejudicando o processo de digestédo dos alimentos.

3.4.1.7 Sistemas de criagao

Animais confinados apresentaram reducdo de 2% na producdo de metano
entérico, devido a utilizacao de niveis elevados de concentrado e ao menor tempo de
permanéncia desses animais no confinamento, pela menor idade de abate quando
comparado a sistemas a pasto (BEAUCHEMIN, 2011), embora a fase de terminacgao
de animais confinados gere impacto ambiental significativo devido a concentracéo
animal, aumentando as concentracdes de fezes e urina, e consequentemente, as
emissdes de metano (PEDREIRA & PRIMAVESI, 2006).

Segundo estudos de Lima et al. (2014) com bovinos de corte, a reducédo da
idade de abate de 44 para 14 meses em sistemas confinados, gerou reducdo no
consumo de matéria seca de 4015 kg e, consequentemente, reduziu a emissao de
metano (kg) de 0.62 para 0.13 por kg de carcaga produzida, devido a melhora na
qualidade do alimento fornecido e a reducéo de idade ao abate.

Chizzotti et al. (2011), avaliando os efeitos da reducéo da idade de abate sobre

a emissdo de metano por bovinos de corte, mostraram que a reducao do tempo de
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abate de 44 para 30, 26, 20 e 14 meses reduziu a emissao de CH4 em 23,4%, 31,2%,
53% e 67,7%, respectivamente.

Cota (2013) mensurou a emissdo de metano de bovinos em diferentes
sistemas, e observou que a emissédo de CHas por dia, pelos animais em confinamento
foi maior (5%), porém, a perda de energia consumida para producdo de metano foi
menor em relacdo ao sistema a pasto. No confinamento obteve-se menor (-26%)
emissdo de metano por quilos de matéria seca consumida.

A menor emissao de metano por animais confinados pode ser explicada devido
a qualidade da dieta, mostrando que o manejo alimentar € uma estratégia mitigadora

de metano, fazendo com que o sistema seja mais produtivo e sustentavel.

3.4.1.8 pH ruminal

As metanogénicas tém sua atividade inibida, sua taxa de crescimento cai e sua
populacdo é menos ativa em niveis baixos de pH. Valores de pH em torno de 6,0 a
7,5 favorecem o crescimento dos microrganismos metanogénicos. Em condi¢cdes de
pH acido, a concentracéo de Hz deve ser elevada para que a taxa de crescimento das
Archaeas aumente, mantendo sua populacdo no rumen, independente da taxa de
passagem. Porém concentracdes altas de Hz2 no rimen, em pH &cido, geram queda
na producdo de Hz pelos microrganismos responséaveis pela fermentacéo, reduzindo
a producédo de metano. Adicionalmente, com o aumento da concentracdo de H2 no
ramen, ha maior formacéo de propionato (JARVIS et al., 2000; JANSSEN, 2010).

3.5 Formas de Mitigacao

Mitigacdo é uma intervencgdo realizada com o intuito de reduzir ou remediar
determinado impacto ambiental. Alternativas para mitigar metano podem ser utilizadas
em termos de reducgédo por animal ou por unidade de produto animal. A partir do
conhecimento sobre a fermentacdo ruminal e dos microrganismos que habitam o
rimen, alternativas para manipular este processo estdo sendo desenvolvidas para
gue haja maior aproveitamento da dieta por parte dos animais, tornando-os mais
eficientes e diminuindo as quantidades de gas metano emitidas.

Para a mitigacdo do gas metano sédo apresentadas algumas alternativas como

a reducdo do numero de animais, mantendo a produtividade, a selecdo de animais
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que produzam menos metano, o fornecimento de dietas a base de concentrado, a
inclusdo de forrageiras com compostos que induzam a reducao de metano, melhor
qualidade da forragem, defaunacao, uso de aditivos e vacinacdo (BEAUCHEMIN &
McGINN, 2006; LONGO, 2007; BEAUCHEMIN et al., 2008; VASQUEZ, 2015).

A manipulacdo ou alteracdo do processo fermentativo é todo processo que
aumente ou diminua o metabolismo ruminal normal, alterando as vias metabdlicas e
a populacdo de microrganismos ruminais, como por exemplo, a adicdo de produtos
gue gerem aumento na producao de propionato (VAN ZIJDERVELD et al., 2010).

O metabolismo ruminal pode ser modificado direta ou indiretamente, com o
intuito de melhorar a digestibilidade do alimento. A modificacdo direta esta relacionada
ao uso de aditivos, biolégicos ou quimicos, que alteram a fermentacdo ruminal. E a
modificacdo indireta relaciona-se com as caracteristicas apresentadas pelo alimento
(DOMINGUEZ BELLO & ESCOBAR, 1997).

O maior desafio dos responséaveis pela nutricdo animal € o desenvolvimento de
alternativas que melhorem o funcionamento ruminal, mitiguem a produ¢cao de metano
e ndo gerem impactos sobre a produtividade animal (McCALLISTER et al., 1996).

As alternativas adotadas devem reduzir a producao de Hz, estimular a utilizagéo
de Hz por outras vias, inibir as metanogénicas, sem afetar a digestdo dos alimentos e
funcionamento normal da microbiota do raimen. A metanogénese pode ser reduzida
de 10 a 15% sem prejudicar quaisquer efeitos das principais funcées do ramen
(JAYANEGARA, 2008).

3.5.1 Aditivos

Os aditivos sdo ingredientes sem valor nutritivo, incluidos a dieta, fornecidos
junto aos alimentos, utilizados para melhorar a eficiéncia alimentar, estimular o
crescimento dos animais e melhorar a salde e o metabolismo dos mesmos (REIS et
al., 2006). O uso de aditivos alimentares é uma das formas de controlar a emissao de
metano, diminuindo as perdas de energia pela formagéo desse gas.

A atuacdo dos aditivos ocorre primeiramente sobre a populacdo de
microrganismos ruminais, deprimindo ou inibindo o crescimento dos mesmos,
podendo variar em funcao da resisténcia ou sensibilidade a suplementacao do aditivo,

e com base no substrato que sera fermentado, gerando alteragdo na propor¢cédo de
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acidos graxos volateis e na producdo de metano (NICODEMO, 2001; FONSECA,
2012).

Os aditivos séo estratégias mitigadoras de metano amplamente testadas, que
apresentam grande potencial para a utilizacdo em dietas de bovinos para reducéo na

emissdo de metano entérico.

3.5.2 Monensina

A monensina sodica é um aditivo poliéter carboxilico produzido pela bactéria
Streptomyces cinnamonensis (LIMA et al.,, 2006). Inicialmente, este aditivo era
utilizado como coccidiostatico para aves, mas desde a década de 70, a monensina
vem sendo utilizada como aditivo ion6foro na dieta de ruminantes, com o objetivo de
melhorar a converséao alimentar e o desempenho dos animais. No Brasil, este aditivo
é registrado pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA), e utilizado como
promotor de crescimento para animais (NICODEMO, 2001).

A monensina age sobre a microbiota ruminal, modificando o padrédo de
fermentacao, gerando maior producéo de propionato em relacdo ao 4cido acético, e
diminuindo as perdas de energia devido a emissdo de metano. E também pode atuar
prevenindo distlrbios metabdlicos como acidose, cetose e timpanismo (SCHELLING,
1984; RUSSELL & STROBEL, 1989; MOURO et al. 2006; JOURNAY & MORGAVI,
2007; ZOTTI & PAULINO, 2009; MACHADO et al., 2011).

Com o aumento da producdo de propionato devido ao uso do aditivo, ha
melhora na eficiéncia metabdlica, pois o propionato é o acido graxo volatil mais
utilizado na formacdo de glicose no figado (SCHELLING 1984; RUSSELL &
WALLACE, 1997).

A introducdo da monensina na dieta pode reduzir a producdo de H2, pela
diminuicdo do consumo, promovendo menor concentracdo deste no rumen, pela
mudanca na relacdo acetato:propionato, pela manipulagdo da microbiota ruminal e
pela acdo da enzima formato-liase, que inibe a liberacdo de hidrogénio do formato
(PATINO et al., 2012).

A monensina reduz a degradacao da proteina dos alimentos (NICODEMO,
2001) e, além disso, também diminui a producéo de lactato, aumenta o pH ruminal,
estabiliza o consumo ao longo do dia e, em dietas a base de volumoso, aumenta o

ganho de peso dos animais (GRAMINHA et al., 2012). Os iono6foros inibem a
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metanogénese, mas ndo sao toxicos para 0s organismos metanogénicos (RUSSELL
& STROBEL, 1989).

A melhora na eficiéncia alimentar com a inclusdo dos iondforos esta
relacionada a reducéo no consumo de matéria seca, com variacdes no ganho de peso
de animais confinados e a pasto (ZANINE et al., 2006; TEDESCHI et al., 2011). A
reducdo do consumo de 5 a 6% reduz a quantidade de alimento fermentado no rimen,
diminuindo as proporcbes de metano por unidade de produto (JOHNSON &
JOHNSON, 1995). Com uma menor ingestdo de alimentos, a monensina apresenta
taxa de passagem mais lenta, melhorando a digestibilidade, o aproveitamento das
proteinas e aumentando a fermentacédo das fibras ao longo do trato digestivo, gerando
maior ganho de peso e melhor converséo alimentar (NICODEMO, 2001; RANGEL, et
al., 2008).

3.5.2.1 Mecanismo de Acgéo

Os ionoforos sdo substancias altamente lipofilicas, e que podem ser toxicas
para algumas bactérias, fungos e protozodrios, sendo classificados como antibi6ticos,
que apresentam exterior hidrofobico e interior hidrofilico e capacidade de se ligar a
cations. Alguns ionéforos se ligam apenas a um céation, mas outros sdo aptos a se
ligarem a mais de um cation.

A acdo dos iono6foros sobre as bactérias presentes no rimen esté relacionada
com as caracteristicas estruturais da parede celular, que é responsavel pela regulacéo
do balanco quimico entre o meio celular externo e interno, que é mantido por bombas
ionicas (RANGEL et al., 2008).

Por apresentarem uma membrana celular porosa e ndo seletiva, com uma
camada lipidica, as bactérias gram-positivas, responsaveis pelo maior volume de
gases (CO:2 e CHa4), sdo mais sensiveis a acdo dos ionoforos (GARCIA, 2013).
Enquanto as bactérias gram-negativas, encarregadas pela producdo de &cido
propidnico, sofrem menos a acdo da monensina, pois realizam fosforilacdo oxidativa
e apresentam uma camada de peptideoglicano na membrana celular (CHEN &
WOLLIN, 1979).

A monensina é capaz de se ligar a varios cations, embora tenha afinidade maior

por sédio (Na*), mas também é capaz de transportar potassio (K*). No raimen, o Na*
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€ 0 céation predominante no meio extracelular, a concentracdo de K* € normalmente
de quatro a cinco vezes menor (RUSSELL & STROBEL, 1989).

A monensina sodica desorganiza o transporte de cations pela membrana de
bactérias gram-positivas em duas reacdes. Na primeira reacao, a sua forma aniénica
junta-se com um cétion, e ao combinar-se com o hidrogénio forma um complexo que
se torna lipossoluvel e liga-se a membrana celular. Ao aderir o meio intracelular, a
monensina se dissocia do H* e retorna a sua forma anionica. O mesmo acontece
dentro da célula, desencadeando a saida de K*. Na segunda reacdo, o aditivo
combina-se com o sodio no meio extracelular e adere a bactéria, atravessando a
parede celular, se solubilizando na membrana celular lipidica. Assim, o cation &
liberado no meio intracelular e trocado por um préton (H*), que € transportado para
fora da célula. Essa reacédo ocorre devido a queda do pH, provocada pelo acumulo de
hidrogénio no meio interno da célula.

O acumulo de hidrogénio no interior da célula promove maior gasto de energia
para manter a homeostase entre o ambiente interno e externo da célula. Como as
bactérias gram-positivas sdo fosforoclasticas (produzem menos ATP por mol de
glicose formado), utilizam energia em excesso e deprimem suas reservas, provocando
rompimento da membrana celular e o desaparecimento dessas bactérias do meio
(RUSSELL & STROBEL, 1989; RANGEL et al., 2008).

Com o desaparecimento das bactérias gram-positivas ha diminuicdo na
competicao por substrato energético, e as gram-negativas acabam dominando o meio.
Além disso, como as gram-positivas sao produtoras de H*, h4 menor quantidade deste
préton no meio, promovendo menor producédo de metano, melhorando a eficiéncia da
dieta (HENDERSON et al., 1981; McCAUGHEY et al., 1997; LIMA et al., 2006).

Para que o maximo potencial de acdo da monensina seja atingido, os niveis de
potassio no meio extracelular devem ser baixos, para que ndo haja trocas ibnicas
apenas entre sodio e potassio (bombas de sédio e potassio). Com niveis altos de
sédio no meio externo, as trocas ibnicas realizadas pela monensina ocorrem entre Na*
e hidrogénio.

Fungos e protozoarios, por ndo possuirem membrana protetora externa, séo
sensiveis aos efeitos da monensina (DENNIS et al., 1986 apud BERTIPAGLIA, 2008).
Com a diminuicdo no numero de protozoérios, fornecedores de H: para as
metanogénicas, hd menor formacdo de metano. Isto indica que a melhora na eficiéncia

alimentar devido a inclusdo de monensina é resultante da manipulacdo da
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fermentacdo e da microbiota ruminal (RUSSELL & STROBELL, 1989). Embora,
segundo Guan et al. (2006), o crescimento dos protozoarios volte ao normal entre 3 a
4 semanas apos o inicio do fornecimento da monensina.

Algumas bactérias gram-negativas podem ser sensiveis a monensina, assim
como bactérias gram-positivas podem se adaptar ao efeito do aditivo (MCALLISTER
et al., 1996; RUSSELL & HOULIHAN, 2003). Segundo Johnson & Johnson (1995), os
efeitos da adicdo de monensina sobre a reducdo da metanogénese ruminal séao
variados, e que qualquer efeito de ion6foros sobre a metanogénese € de curta duragcao

e que 0 metano retorna a niveis normais em duas semanas.

3.5.2.2 Resultados da utilizacdo de monensina para mitigacdo de metano

Segundo estudos de Rivera (2006), com bovinos de corte, 0 uso de monensina
na dieta gerou menor consumo de matéria seca, nado influenciou a digestibilidade da
MS e dos nutrientes e diminuiu a relacdo acetato:propionato se comparada a adicéo
de outros aditivos, porém, a producdo de metano ndo apresentou alteracées com a
adicdo de monensina (Tabela 3).

Para Beauchemin et al. (2008), doses de inclusdo menores que 15 ppm de
monensina nao tiveram efeito sobre a metanogénese (g de metano/kg de MS ingerida)
em vacas leiteiras. Enquanto que para Guan et al. (2006), um acréscimo de 33 mg/kg
reduziu a producdo de metano em 30%, com a inclusdo de monensina em dietas de
alto ou baixo volumoso. Porém, o efeito foi de curto prazo, mostrando que 0s possiveis
efeitos da monensina sao dose-dependentes.

Garcia (2013) avaliou que a inclusdo de 20 mg de monensina sodica/kg de MS
na dieta de vacas Holandesas, recebendo uma dieta 70:30 de feno de Tifton 85 e
concentrado, se comparada com a adicdo de outros aditivos, levou a reducdo da
producdo de metano in vitro entre 9 e 26%.

Perna Junior (2013) observou o efeito da monensina sobre a producgéo de
metano ruminal em bovinos, utilizando a técnica de fermentacéo ruminal ex situ, com
adicdo de 300 mg de monensina em dietas com 50% de volumoso e 50% de
concentrado. O tratamento com monensina foi responsavel por reduzir a producéo de
metano em 10,7%, sem interferir no consumo, digestibilidade e excrecdo dos

nutrientes.
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Em reproducéo experimental in vitro, Benetel (2014) verificou o potencial de
producdo do gas metano com a inclusédo de 0, 200, 400 e 600 mg/dia de monensina
sobre dieta com feno de Brachiaria decumbens e suplemento proteico de baixo
consumo, constatando que quanto maior a adicdo de monensina menor € a producao
de metano.

Vasquez (2015) avaliou o efeito da monensina sobre a emissdo de metano
utilizando a técnica de gas tracador hexafluoreto de enxofre (SF6), em animais
recebendo 300 mg de monensina sodica por dia. O tratamento contendo monensina
reduziu em 24,3% a producao de CHa4 (g/dia) em relacéo ao tratamento controle.

Os efeitos dos ionéforos sobre a produgédo de metano ocorrem devido a menor
ingestdo de matéria seca e maior producdo de acido propidnico. As implicacdes do
uso de aditivos como preco e possivel resisténcia por parte das bactérias, associadas
com a presséao atual para que o uso de antimicrobianos (antibiéticos) seja reduzido na
producdo animal, geram duvida com relacdo ao potencial de mitigacdo de metano

entérico a longo prazo por essas substancias (PEREIRA et al., 2011).

Tabela 3. Efeitos observados sobre a producédo de CH4 por diversos autores de
acordo com as quantidades de monensina fornecidas.

Efeito sobre a producéo de

Quantidade adicionada CH Referéncias
5 g/dia - Rivera (2006)
33 mg/kg MS -30% Guan et al. (2006)
15 mg/kg MS - Beauchemin et al. (2008)
20 mg/kg MS -26% Garcia (2013)
300 mg/dia -10,7% Perna Jr. (2013)
600 mg/dia -16% Benetel (2014)
300 mg/dia -24,3% Vasquez (2015)

3.5.3 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) sdo aditivos aromatizantes (ANVISA), usados a

séculos pelo homem, seja pelo odor e sabor caracteristico ou por suas propriedades
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conservantes e antibacterianas; sao extraidos de plantas aromaticas, por métodos de
destilacdo, e usados como matéria prima pelas industrias brasileiras farmacéuticas,
alimenticias, de higiene e de cosméticos (RODRIGUES, 2002; GREATHEAD, 2003;
WALLACE, 2004; TAIZ & ZIEGER, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Esses metabdlitos vém sendo utilizados como aditivos alternativos ao uso de
monensina. Em 1957, Crane et al., demonstraram os primeiros efeitos dos 6leos
essenciais sobre a fermentacao ruminal, onde estes inibiam a formacao de metano.

O interesse nesses compostos € a utilizacdo de aditivos naturais na nutricao
animal, como manipuladores da fermentacéao ruminal, beneficiando o homem e o meio
ambiente, sendo uma estratégia na melhoria da eficiéncia alimentar e na mitigacédo de
metano. Ha também maior demanda dos consumidores por produtos de origem animal
produzidos organicamente, e por iSSO 0 crescente interesse na exploracdo de
produtos naturais, que ndo apresentem riscos para a saude e que possam melhorar a
nutricdo e producao animal (WALLACE, 2004; SALLAM et al., 2011).

Os OEs sdo metabdlitos secundarios de plantas e diferem de compostos
lipidicos, pois sdo moleculas complexas e hidrofébicas, com compostos volateis e
variam de acordo com a parte da planta em que sado encontrados (DORMAN &
DEANS, 2000). Podem ser extraidos de varias regides das plantas, e sua composi¢cao
pode variar de acordo com o local do qual foram extraidos (LOSA, 2001). Geralmente
estéo concentrados nas cascas, flores, folhas, rizomas e sementes (ARAUJO, 2008).

A composicao dos 6leos essenciais é determinada geneticamente, porém as
condicbes ambientais tém a possibilidade de causar variagdes no ciclo vegetativo da
planta, fazendo com que a concentracdo dos constituintes dos 6leos varie durante o
seu desenvolvimento (OLIVEIRA & IGARASI, 2003).

O termo “essencial” vem do latim quinto elemento, mas nutricionalmente nao
sdo essenciais (GREATHEAD, 2003). Melhoram a estabilidade do pH ruminal e a
digestdo da fracdo fibrosa do alimento (SILVA, 2014), diminuindo a relacao
acetato:propionato, e assim, reduzem as perdas de energia devido a producdo de
metano (ARAUJO, 2010). Os OEs podem alterar a dindmica da degradac&o proteica
no rumen pela diminuicdo das atividades microbianas, como a metanogénese
(TEDESCHI et al., 2011).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grupos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados (VIZZOTTO et al., 2010). Os

compostos mais importantes estdo nos grupos dos terpenos (monoterpenos e
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sesquiterpenos) e no grupo dos compostos fendlicos (fenilpropandides) (ARAUJO,
2010). Os 6leos essenciais pertencem ao grupo dos terpenos, grupo de compostos
antimicrobianos, ativos contra uma grande quantidade de microrganismos. Os
monoterpenos mais conhecidos e ativos sdo o carvacrol (orégano), timol (tomilho),
limoneno (polpa citrica), guaiacol (guaiaco) e eugenol (cravo-da-india) (BENCHAAR
et al. 2007). O limoneno € o principal produto obtido do aproveitamento de OEs no
Brasil, utilizado como solvente e na fabricacdo de produtos de limpeza (BIZZO et al.,
2009).

Os dleos essenciais atuam de forma isolada, porém quando estdo em conjunto
permitem a manipulacdo de doses menores, e apresentam melhor funcionalidade
(BURT, 2004). Por isso, empresas de nutricdo animal apostam em blends
(combinacdes) de compostos de 6leos essenciais de natureza idéntica para melhor
eficiéncia do produto.

Os Oleos essenciais sdo de alto custo e com baixo retorno financeiro, o que é
um fator contrario a sua utilizacdo (CHIZZOTTI et al., 2012). Outro problema para a
utilizacao de 6leos essenciais é que estes afetam menos espécies bacterianas do que
aditivos como a monensina (WALLACE, 2004). Por serem compostos volateis, os
Oleos podem ser perdidos via eructacdo ou podem atravessar a parede ruminal e
serem absorvidos pela corrente sanguinea, demonstrando assim menor efeito sobre
0s microrganismos do rumen (MISRA et al., 1996; MALECKY, et al., 2009).

3.5.3.1 Mecanismo de Ac¢éo

O modo de acdo dos 6leos essenciais depende do componente quimico
predominante e da concentracdo deste (BENCHAAR et al., 2008). Devido a vasta
quantidade de compostos presentes nos 6leos, considera-se que ha muitas formas de
acdo, ndao havendo um mecanismo especifico para a atividade antimicrobiana
(LAMBERT et al., 2001). Esses mecanismos nao sao isolados, mas sim
interdependentes (CARSON et al., 2002).

As bactérias gram-positivas e gram-negativas sofrem a acdo de moléculas
biologicamente ativas presentes nos 6leos essenciais (DABBAH et al., 1970;
PEREIRA et al., 2011; SILVA, 2014). A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais
geralmente ocorre sobre as bactérias gram-positivas, inibindo-as, porém, também

apresentam efeitos sobre as bactérias gram-negativas. A acao sobre as bactérias
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gram-negativas € mais dificil, devido a camada peptideoglicana desses
microrganismos, que promove protecdo extra contra varias substancias, incluindo os
6leos essenciais (ARAUJO, 2010). As bactérias gram-negativas apresentam uma
bicamada lipidica, formando uma barreira contra a permeabilidade de compostos
hidrofébicos, justificando a resisténcia dessas bactérias perante a acdo dos 6leos
(SMITH-PALMER et al., 1998). Mesmo com a presenca da camada polipeptidica
(hidrofilica) das bactérias gram-negativas, os metabdlitos secundarios atravessam a
membrana, pois Sao pequenos e conseguem acessar o citoplasma através de porinas
que estdo na membrana externa. Nas bactérias gram-positivas, 0s metabdlitos
secundarios tornam as membranas celulares fluidas e permeéaveis, permitindo o
transporte de ions e outros contelddos celulares através da membrana. Este
desbalanco do gradiente de ions causa problemas em processos essenciais para a
sobrevivéncia das células, podendo levar a morte celular (DORMAN & DEANS, 2000).

Segundo Helander et al. (1998), os compostos fendlicos presentes nos 6leos
essenciais (carvacrol e timol) inibem ndo so6 o crescimento de bactérias gram-positivas
como também das negativas, rompendo a membrana celular externa desses
microrganismos devido a interacdo com a agua, por pontes de hidrogénio. Isso faz
com que a seletividade dos 6leos essenciais em relacdo as bactérias gram-positivas
e negativas seja ineficiente, diminuindo o potencial desses compostos como
manipuladores da fermentacao ruminal.

Pressupfe-se que a maioria das atividades exercidas pelos 6leos essenciais
seja interagindo com outros processos que ocorrem na membrana celular das
bactérias, como inibir o transporte de elétrons, translocacéo de proteina, gradiente de
ions e reacdes enziméticas (ULTEE et al., 1999; DORMAN & DEANS, 2000).

O fenol ligado ao grupamento hidroxila dos Oleos essenciais realiza o
carreamento de céations monovalentes e de prétons através da membrana celular,
trocando um préton hidroxila por outro ion, como por exemplo, potassio (K*). No
citoplasma da célula, o 6leo se dissocia do préton H*, e retorna ao exterior da célula
carreando um cétion do citoplasma. No exterior da célula, um préton € combinado com
o Oleo, e este, em sua forma protonada atravessa a membrana celular e dissocia-se
do proéton, liberando-o no interior da célula (ULTEE et al., 2002).

O mecanismo de acdo dos Oleos é semelhante ao dos iondforos, estes
estimulam a producéo de 4cido propidnico, sem afetar a concentracao total de 4cidos

graxos volateis, reduzindo a concentracdo de hidrogénio livre no rimen e assim,
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inibindo a producao de CHa. O efeito da adi¢cao de 6leos em dietas € dose-dependente,
podendo variar de acordo com as quantidades ofertadas (MORAIS et al., 2006;
BEAUCHEMIN et al., 2008).

3.5.3.2 Resultados da utilizacdo de 6leos essenciais para mitigacdo de metano

Os efeitos dos 0Oleos essenciais na mitigacdo de metano entérico estdo
relacionados com a defaunacéao de microrganismos no rimen. Beauchemin & McGinn
(2006) analisaram um blend de 6leos essenciais para bovinos de corte, consumindo
dieta a base de forragem e com adicao de 1g/dia da mistura de 6leos. As emissdes
de CH4 n&o foram afetadas e a digestibilidade da dieta diminuiu (Tabela 4).

Segundo Calsamiglia et al. (2007), o fornecimento de dietas a base de
concentrado, potencializam os efeitos dos 6leos essenciais. Isto acontece devido ao
baixo pH ruminal, aumentando a capacidade de interacdo dos 6leos essenciais com
proteinas e lipidios da membrana celular das bactérias.

Souza (2014), utilizando diferentes 6leos essenciais, analisou o efeito da
inclusdo destes sobre o volume de metano (VCHa4), observando que todos os
tratamentos foram eficientes na reducao do mesmo. Os tratamentos com 6leo de alho
reduziram o VCH4 em 66,2 e 77,5%, enquanto os tratamentos com 6leo de canela e
orégano reduziram o VCH4 em 55 e 80,9%, e 81,3 e 94,8%, respectivamente, nas
doses de 0,3 e 0,6 ml/L. Os tratamentos com resveratrol (uva) e timol, nas doses de
300 e 600 mg/L, reduziram o volume de metano entre 37,7 e 92,2%.

Chagas (2015) relatou que a suplementagdo de 6leos essenciais melhorou o
desempenho de bovinos confinados em fase inicial se comparado ao ndo uso de
aditivos, contudo, esse efeito ndo € de longo prazo e ndo apresentou efeito sobre a

reducdo do impacto ambiental.
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Tabela 4. Efeitos observados sobre a producédo de CH4 por diversos autores com
relacdo a quantidade de 6leos essenciais fornecida.

] o Efeito sobre a )
Quantidade adicionada ~ Referencia
producao de CH4

1 g/dia (blend) - Beauchemin & McGinn (2006)
0,3 — 0,6 mL/L (alho) -66,2; -77,5% Souza (2014)
0,3 - 0,6 mL/L (canela) -55%; -80,9% Souza (2014)
0,3 - 0,6 mL/L (orégano) -81,3%; -94,8% Souza (2014)
300 — 600 mg/L (resveratrol) -37,7%; -79,57% Souza (2014)
300 — 600 mg/L (timol) -76,66%; -92,25% Souza (2014)
300 — 500 mg/kg (blend) - Chagas (2015)

Conclui-se que 6leos essenciais tém potencial de uso como mitigadores de
metano entérico, pois exercem impacto sobre a fermentacdo ruminal, mas a
intensidade e amplitude dos efeitos dependem da composi¢cdo quimica do 6leo
essencial, da dosagem e do tipo de dieta que o animal recebe (BENCHAAR et al.,
2006).
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4 RELATORIO DE ESTAGIO

4.1 Plano de Estagio

As atividades propostas no plano de estagio foram realizadas na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) Gado de Leite, no Campus
Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB), nas dependéncias do Complexo
Multiusuario de Bioeficiéncia e Sustentabilidade da Pecuaria. As atividades foram
realizadas durante um periodo de trés meses (08 de agosto a 08 de novembro),
somando 520 horas, e estao listadas abaixo:

e Apoio as andlises laboratoriais relacionadas aos ensaios experimentais com
bovinos;

e Processamento e condicionamento de amostras para procedimentos
laboratoriais de cromatografia e avaliagdo da composi¢ao bromatoldgica;

e Suporte aos ensaios experimentais com bovinos;

e Produzir, em co-autoria com pesquisadores e/ou analistas da Embrapa Gado
de Leite, obras passiveis de protecéo por propriedade intelectual, citando dentre
eles, mas sem a eles se limitar, trabalhos a serem publicados em anais de
congressos, periodicos indexados, revistas de divulgacdo ou qualquer outro
veiculo de divulgagdo de trabalhos técnico-cientificos, bem como livros,

manuais, etc.

4.2 Local de Estagio

O estagio obrigatorio foi realizado no Complexo Multiusuéario de Bioeficiéncia e
Sustentabilidade da Pecuaria, da Embrapa Gado de Leite, vinculado ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no Campus Experimental José
Henrigue Bruschi, na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, no municipio de
Coronel Pacheco.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) é uma instituicdo
publica de pesquisa fundada em 26 de abril de 1973, composta por varias unidades
de pesquisa. Um ano e meio apos a sua criacao, no dia 04 de outubro de 1974, foi

deliberada a criacdo do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite (CNPGL). A
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inauguragao do CNPGL ocorreu em 26 de outubro de 1976, tendo como sede a
Fazenda Agua Limpa, em Coronel Pacheco (MG), antiga Estacido Experimental de
Café do Departamento Nacional de Pesquisa e Experimentacdo Agropecuaria.

Em 1978, uma fazenda produtora de café (Fazenda Santa Monica) foi
incorporada ao CNPGL como Campo Experimental Santa Monica (CESM), sediado
na cidade de Valenca (RJ). No ano de 1996, o CNPGL passou a ser denominado
Embrapa Gado de Leite, e um ano depois a sede da unidade foi transferida para Juiz
de Fora (MG), e a antiga sede foi transformada no Campo Experimental José Henrique
Bruschi.

Além dos dois campos experimentais, a Embrapa Gado de Leite possui
Nucleos Avancados nas regides Sul (Pelotas — RS), Centro-oeste (Santo Antdnio de
Goias — GO), Norte (Porto Velho — RO) e Nordeste (Aracaju — SE), criados para
atender as demandas das diferentes regides brasileiras.

O Campo Experimental José Henrique Bruschi esta localizado na Zona Rural
da cidade de Coronel Pacheco (MG), com area total de 1.037 hectares, no km 42 da
Rodovia MG 133, situado a 38 km da sede, em Juiz de Fora. Esta area esta dividida
em areas de pastagem e producdo de volumoso, experimentacdo a campo,
laboratorios e dois sistemas de producao: a pasto e free-stall. O campo experimental
comporta o Nucleo de Transferéncia, Treinamento e Capacitacao da Pecuaria Leiteira
(NUTTEC), o Nucleo Sudeste da Embrapa Caprinos e Ovinos, a Vitrine Forrageira e
o Complexo Multiusuario de Bioeficiéncia e Sustentabilidade da Pecuaria, oferecendo
também Residéncia Zootécnica.

A implantacdo do complexo multiusuério de Bioeficiéncia e Sustentabilidade da
Pecuaria (Figura 3) no CEJHB ocorreu por etapas, com inicio no ano de 2012 e
término no ano de 2015, com o objetivo de aumentar a eficiéncia dos sistemas de
producdo, com menor impacto ambiental. O complexo € composto por quatro
laboratorios, sendo eles, o Laboratorio de Metabolismo e Impactos Ambientais da
Pecuaria, onde séo realizadas pesquisas com relagdo as exigéncias nutricionais,
eficiéncia alimentar de ruminantes, tratamento de dejetos, gases de efeito estufa na
pecuaria e avaliagdo do valor nutricional de alimentos e forrageiras; Laboratorio de
Biotecnologia e Ambiéncia, que realiza estudos com biotécnicas da reproducéo,
endocrinologia, ambiéncia e comportamento animal para aumento da eficiéncia dos
animais; Laboratério de Pecuaria de Precisdo, onde sdo conduzidas pesquisas que

visam maximizar o retorno econdmico e minimizar o impacto ao meio ambiente; e 0
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Laboratdrio de Saude Animal, que comporta linhas de pesquisa para diagnéstico,
controle e prevencdo de doencas de animais de producdo e avaliacdo e

desenvolvimento de farmacos.
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Figura 3. Complexo Multiusuario. Fonte: Embrapa (2014).

A maioria das atividades do plano de estagio foram realizadas no Laboratério
de Metabolismo e Impactos Ambientais da Pecuéria, mais especificamente no setor
de Digestibilidade in vitro e Producéo de Gases, onde séo feitas andlises laboratoriais
in vitro para mensuracdo da producdo de metano e desenvolvimento de alternativas
para mitigacdo desse gas. No setor de Metabolismo de Grandes Ruminantes,
composto por um sistema tie-stall para realizacdo de ensaios de digestibilidade e um
sistema free-stall, para permanéncia dos animais durante a adaptacdo as novas
dietas, animais fistulados para coleta de liquido ruminal e espera de pari¢cdo, no caso
de experimentos que envolvam animais prenhes e producédo de leite. E no Setor de
Bioenergética, composto por quatro camaras respirométricas (Figura 4) que séo
utilizadas para mensuragédo do consumo de oxigénio, producdo de gas carbbnico e
emissao de metano pelos animais em periodos de 48 horas, sob a supervisdo do
Médico Veterinario, Dr. Luiz Gustavo Ribeiro Pereira (CRMV/MG — 5930).

O Dr. Luiz Gustavo Ribeiro Pereira é pesquisador da Embrapa Gado de Leite e
coordenador do projeto RumenGases, realizado no Complexo Multiusuario, para
avaliacdo da produgcédo de metano entérico, gerando dados de emissdo desse gas
pelas principais espécies de ruminantes, e desenvolvendo tecnologias, produtos,
processos e alternativas com potencial para reducdo da emissao de gases de efeito

estufa pela pecuaria.
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%
Figura 4. Identificacdo das areas de realizagdo do estagio obrigatoério no Complexo
Multiusuario. (1) Sistema free-stall; (2) Sistema tie-stall (Setor de Metabolismo de
Grandes Ruminantes); (3) Setor de Digestibilidade e Producdo de Gases in vitro; (4)
Setor de Bioenergética. Fonte: Google Earth (2016).

4.2.1 Setor de Metabolismo de Grandes Ruminantes

O setor de metabolismo de grandes ruminantes conta com um sistema tie-stall
com 36 baias individuais com colchdes de borracha, bebedouros com boias e cochos
tradicionais, para alocacdo de animais durante experimentos com ensaios de
digestibilidade e coleta de sangue (Figura 5).

O sistema free-stall tem 87 baias individuais, com colchdes de borracha
cobertos de maravalha, distribuidas em 7 divisdes, com dispositivos eletrénicos com
sensores para alimentacao individual (calan-gates) e balanga para monitoramento da
frequéncia de visitas ao cocho e consumo de alimento em tempo real, e bebedouros
automaticos acoplados a uma plataforma de pesagem, capazes de mensurar 0
consumo de agua e o peso dos animais quando estes entram na plataforma.
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Os dados de consumo de alimento e de agua sédo enviados para o sistema
Intergado, software de gestdo que permite acesso aos dados gerados pelos
equipamentos utilizados. Os animais permanecem no sistema free-stall para
adaptacao as novas dietas de experimentos, coleta de liquido ruminal e estimativa de

exigéncias nutricionais para diferentes fases fisiologicas (Figura 6).

Figura 6. (1) Bebedouro automatico com balanca acoplada; (2) Cochos automaticos
Intergado. Fonte: Arquivo Pessoal.
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4.2.2 Setor de Digestibilidade in vitro e Producgao de Gases

O setor de digestibilidade in vitro e produgcdo de gases € composto por um
laboratério com estrutura para a realizacao de experimentos in vitro para mensuracao
da emissdo de gases de efeito estufa. No laboratério h4 uma estufa mantida a
temperatura de 39 + 0,5°C para simulag&o da fermentacéao ruminal em frascos de vidro
inoculados com microrganismos ruminais, com mesa agitadora que comporta 240
frascos simultaneamente, dois aparelhos com sistema de vasos comunicantes para
leitura e mensuracao de gases, um peagametro digital para medir o pH dos liquidos
utilizados durante os experimentos, duas balancas de precisdo para pesagem de
amostras e uma estufa 105°C para retirada de umidade dos sacos de filtro (F57

Ankom®).

4.2.3 Setor de Bioenergética

O setor de bioenergética € composto por quatro camaras respirométricas de
aco, para grandes ruminantes, usadas em estudos de bioenergética, construidas em
pares, com uma janela de acrilico vedada entre as camaras, possibilitando a
visualizacdo entre os animais alocados e do interior da camara (Figura 7). A
temperatura dentro das camaras € de 23°C, com duas aberturas opostas, a porta
maior permite a entrada e saida do animal, e a através da porta menor € colocada a
alimentacao do animal correspondente ao periodo de mensuragcdo, com 0 minimo de
deslocamento de ar.

O setor conta ainda com um conjunto de medidores de fluxo de ar (fluxémetros
FK2K) e analisadores que permitem mensuracdes precisas das trocas gasosas (Oz,
CO2 e CHa4) e da pressao de vapor d'agua. H4 também uma camara para pequenos
ruminantes e uma mascara facial respirométrica, utilizada para mensurar a produgao
de gases in vivo (Figura 8).

Todas as camaras sdo monitoradas através do sistema ExpeData (Sable
International Systems, Las Vegas, EUA), que executa com precisdo o0
condicionamento e amostragem do ar, analise de gases, umidade relativa do ar e

registro de dados.
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Figura 7. (1) Vista interna da camara respiromeétrica; (2) Vista externa dos pares de
camaras respiromeétricas. Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 8. (1) Camara respirométrica para pequenos ruminantes; (2) Mascara
Respirométrica. Fonte: Arquivo Pessoal.

4.3 Atividades desenvolvidas
4.3.1 Auxilio em experimentos in vitro e in situ

Durante o periodo de estagio foram realizados seis experimentos, sendo quatro
experimentos in vitro, um experimento in situ € um experimento in vitro e in situ.

Os experimentos fazem parte do mestrado do Zootecnista Abias Santos Silva
e do Engenheiro Agrénomo Duarte Carvalho Minighin, e do doutorado da Zootecnista
Aline Fernanda Oliveira Ramos, que tém como objetivo propor e testar alternativas
para a mitigacdo de metano entérico produzido por grandes ruminantes.



52

4.3.1.1 Experimentos in vitro

e | - Avaliacdo do efeito da inclusdo de amilase e Oleos essenciais na
cinética de fermentacdo ruminal in vitro;

e |l - Cinética de producéo de gas e degradabilidade in vitro da MS de dois
hibridos de milho em diferentes estadios de maturidade;

e |ll - Producéo de gases e degradabilidade in vitro da MS de dois hibridos
de milho e um hibrido de sorgo (BRS 332) e degradabilidade in situ da MS;

e |V - Coprodutos da Amazbdnia na alimentacédo de ruminantes;

e V- Extratos e 6leos vegetais da Amazodnia na alimentacdo de ruminantes;

A metodologia de avaliacdo da cinética de fermentacdo ruminal por meio da
técnica in vitro foi descrita por Mauricio et al. (1999). Nos experimentos, essa
metodologia foi aplicada e adaptada de acordo com o que seria avaliado. Os aditivos
adicionados a dieta e os substratos utilizado como amostra (Tabela 5), o tipo de dieta
e a gquantidade de animais doadores de liquido ruminal (Tabela 6), os horarios de
leitura e coleta de metano (CHa4) e o tempo de avaliacdo da degradabilidade in vitro da
matéria seca (DIVMS) (Tabela 7) foram diferentes entre os experimentos.

Durante os experimentos foram avaliados os parametros de producéo de gases
e a degradabilidade in vitro de dietas experimentais utilizando tratamentos controle e

a adicao de aditivos e coprodutos.



Tabela 5. Conteudo das amostras utilizadas em experimentos in vitro.
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Amostras

Experimentos Substrato

Tratamentos

| - Avaliacdo do efeito da
inclusdo de amilase e 6leos
essenciais na cinética de
fermentacdo ruminal in
vitro;

Silagem de milho, feno
Tifton 85 e concentrado.

Controle
Amilase + Monensina

Amilase + blend de 6leos essenciais

Monensina

Il - Cinética de producéo de
gas e degradabilidade in
vitro da MS de silagem de
dois hibridos de milho em
diferentes estadios de
maturidade;

Silagem dos hibridos
RB9004 e RB9308, nos
estadios leitoso,
pastoso, farindceo e
farinaceo duro.

Controle

Monensina + Amilase (Amilase exdgena*)

Il - Producéo de gases e
degradabilidade in vitro da
MS de dois hibridos de
milho e um hibrido de sorgo
(BRS 332) e
degradabilidade in situ da
MS;

Hibridos de milho:
AG1051 (semi-dentado)
e 1N1932 (duro).

Hibrido de sorgo:
BRS 332.

Controle

Monensina + Amilase (Amilase exdgena*)

Silagem de milho e dieta
de alto gréo.

IV - Coprodutos da
Amazénia na alimentacao
de ruminantes

Silagem de milho.

Controle

Tortas de Agai, Andiroba, Babacu,
Castanha-do-Para, Coco, Murumuru,
Pataua, Dendé, Pracaxi, Améndoas do
Tucuma, Ucuulba e Bacuri.

Silagem de milho.

V- Extratos e 6leos
vegetais da Amazonia na

alimentagéo de ruminantes Silagem de milno e dieta

de alto gréo.

Controle

Oleos: Andiroba, Copaiba, Pracaxi e
Tucuma.

Extratos: Curaua e Acoita-cavalo

*adicionada ao meio de cultura.
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Tabela 6. NUmero de animais doadores de liquido ruminal e dieta experimental
fornecida aos animais.

N° de Animais
Experimentos doadores de Dieta Experimental
liquido ruminal

50:50 - Silagem de milho, feno
Tifton 85 e concentrado (farelo de
milho e farelo de soja) com adicao

| - Avaliacdo do efeito da inclusédo de
amilase e 6leos essenciais na cinética de 4
fermentacao ruminal in vitro;

de aditivos*.
Il - Cinética de producgéo de gas e 50:50 - Silagem de milho, feno
degradabilidade in vitro da MS de silagem 5 Tifton 85 e concentrado (farelo de
de dois hibridos de milho em diferentes milho e farelo de soja) com adicao
estadios de maturidade; de aditivos**.
Il - Producg&o de gases e degradabilidade in 50:50 - Silagem de milho, feno
vitro da MS de dois hibridos de milho e um 5 Tifton 85 e concentrado (farelo de
hibrido de sorgo (BRS 332) e milho e farelo de soja) com adicéo
degradabilidade in situ da MS; de aditivos**.

50:50 - Silagem de milho, feno
3 Tifton 85 e concentrado (farelo de
milho e farelo de soja).

IV - Coprodutos da Amazénia na
alimentacéo de ruminantes

50:50 - Silagem de milho, feno
3 Tifton 85 e concentrado (farelo de
milho e farelo de soja).

V - Extratos e 6leos vegetais da Amazobnia
na alimentacao de ruminantes

*adicdo de monensina, monensina+amilase e amilase+blend de OEs. *monensina+amilase.
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Tabela 7. Tempo de leitura e coleta de metano e tempo de avaliacdo da
degradabilidade in vitro da matéria seca.

. Leiturae
Experimentos Coleta de CHa DIVMS

| - Avaliacdo do efeito da inclusdo de amilase e 6leos essenciais na

cinética de fermentacgdo ruminal in vitro; 24h 96 h
Il - Cinética de produc¢do de gas e degradabilidade in vitro da MS de 24 h 96 h
silagem de dois hibridos de milho em diferentes estadios de maturidade;
Il - Producgéo de gases e degradabilidade in vitro da MS de dois hibridos 24 h 48 h*
de milho e um hibrido de sorgo (BRS 332) e degradabilidade in situ da MS;
IV - Coprodutos da Amazonia na alimentacdo de ruminantes 12 h 96 h
V - Extratos e 6leos vegetais da Amazénia na alimentagdo de ruminantes 12 h 96 h

*devido a alta degradabilidade do gréo de milho.

Para avaliacdo da cinética de fermentacdo ruminal foram feitas incubacées com
amostras da dieta armazenadas em sacos de filtro (F57 Ankom®), previamente
esterilizados em estufa a 105°C e pesados, mantidos em frascos de vidro ambar de
50 mL (Figura 9). O material utilizado como amostra para as incubacdes é o mesmo

fornecido aos animais, apos ser congelado e moido em peneira de malha 1mm.
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Figura 9. (1) Estufa 105°C, utilizada para esterilizagcdo dos sacos filtro; (2) Pesagem
de amostras em balanca de preciséao; (3) Frascos de vidro ambar de 50 mL, com sacos
filtro. Fonte: Arquivo Pessoal.

Para iniciar as incubac6es, o liquido ruminal de vacas nédo lactantes, fistuladas no
rimen, era coletado duas horas apds o fornecimento da dieta no periodo da manha.
O fluido colhido de cada animal era imediatamente filtrado com peneira e uma camada
de gaze, sendo acondicionado em um recipiente térmico, previamente aquecido com
agua a 39°C, e entdo transportado para o laboratdrio e utilizado como indculo para a

incubacéo (Figura 10).

X

Figura 10. (1) Animal fistulado; (2) Coleta de liquido ruminal, via fistula; (3) Funil
acoplado a garrafa térmica com uma camada de gaze e peneira para filtragem e
armazenamento de liquido ruminal. Fonte: Arquivo Pessoal.

Para o experimento | houve troca de fluido ruminal entre os animais durante o
periodo de adaptacdo a nova dieta, onde o animal que estava recebendo o tratamento
com determinado aditivo troca de contetdo ruminal com o animal que vai comecar a
receber esse aditivo para eliminar o efeito do animal, para que nao restem sobras do
antibiético no ramen e para que a flora microbiana do outro animal va se adaptando
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ao antibiético (Figura 11). Nos experimentos I, lll, IV e V foi realizado pool dos liquidos

de todos os animais para eliminacao do efeito da vaca.

!

Figura 11. (1) Retirada do contetdo ruminal de animal fistulado. (2) Tambores para
armazenar o contetudo ruminal temporariamente, previamente a troca de liquido com
outro animal. Fonte: Arquivo Pessoal.

O pH do liquido ruminal foi mensurado dentro da estufa, a 39°C, e misturado a
uma solucao tampéo, gerando o meio de cultura para a incubacao, sendo mensurados
também os valores de pH da solucéo tampao e do meio de cultura.

Nos frascos de 50 mL foram adicionados 25 mL do meio através de um
dispensador, e posteriormente os frascos foram gaseificados com CO: e fechados
com rolhas de borracha, sendo estas rolhas perfuradas com agulhas hipodérmicas de
25x0,80 mm para que o gas Oz (menos denso que CO3) saia e a atmosfera dentro do
frasco fique livre de oxigénio. Foram usadas anilhas de aluminio para a vedagao dos
frascos, prevenindo o escape dos gases provenientes da fermentacdo. Os frascos
foram colocados na mesa agitadora da sala climatizada a 39°C, que era acionada por

2 minutos de duas em duas horas durante todo o experimento (Figura 12).
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R T e T gl R
Figura 2. (1) Dispensador dedlpmo_;y() Frasvco‘d\e ‘:/idro com rolha de borracha e
anilha de aluminio; (3) Mesa agitadora. Fonte: Arquivo Pessoal.

ApoOs a incubacao iniciaram-se as leituras de producdo de gases, sendo que
nas primeiras 12 horas de experimento as leituras eram feitas de duas em duas horas,
a partir do horério de inicio da incubacéo, e depois eram feitas nos horarios de 15, 19,
24, 30, 36, 48, 72 e 96 horas, tempos de degradacdo da matéria seca. Para a leitura
do volume de gases produzidos, foi utilizado um sistema vaso comunicante com

deslocamento da coluna de agua no interior de um tubo graduado (Figura 13).

Figura 13. Sistemas vaso comunicantes para mensuracao da quantidade de gases
produzidos. Fonte: Arquivo Pessoal.
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A coleta de metano nos experimentos |, Il e Il foi feita 24 horas apés o inicio
do experimento, e nos experimentos IV e V com 12 horas, pois a producéo de gases
estava muito alta e 0s gases mais leves poderiam escapar ou a pressao aumentaria,
fazendo com que boa parte dos gases ficasse em estado liquido.

Apo6s a mensuracgéo do volume de metano produzido, foram coletados 10mL de
gases por meio da insercédo de uma seringa de 20mL no septo dos frascos. Os gases
coletados foram imediatamente transferidos para vials com tampa de rosca
previamente evacuados (exetainers) que eram embalados e enviados para a sede da
Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora (MG), onde uma subamostra de 5mL é
retirada dos exetainers para analise das concentracbes de metano e gas carbénico

por cromatografia gasosa (Figura 14).

SILPFFR)

.

Figura 14. Andlise da producdo de metano (CHs) e gés carbbnico (CO2) por
cromatografia gasosa. Fonte: Arquivo Pessoal.
Apbs a coleta de metano, a cinética de producéo de gases foi lida e os frascos

colocados em recipientes com gelo para cessar o processo fermentativo. As anilhas e
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rolhas de borracha foram removidas e o pH dos in6culos medido, fora da estufa,
utilizando um peagametro digital (Figura 15).

Figura 15. (1) Frascos em recipiente com gelo para cessar o processo fermentativo;
(2) Mensuracéo do pH do in6culo. Fonte: Arquivo Pessoal.

Do liquido presente nos frascos foram coletados 10 mL do sobrenadante, sendo
5 mL armazenados em frascos Falcon® contendo 1mL de acido metafosférico como
conservante, para avaliagdo das concentracdes de AGVs. Os frascos contendo as
amostras acidificadas foram congelados a -20°C até serem analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os outros 5 mL do sobrenadante foram
utilizados para determinagéo da concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs), onde
o liquido foi armazenado em frascos contendo 0,030mL de acido sulfirico como
conservante, que foram imediatamente congelados a -20°C até serem analisados por
colorimetria (Figura 16-1).

Os sacos, armazenados dentro dos frascos, contendo residuos das amostras
incubadas foram retirados, colocados no gelo (Figura 16-2) e lavados com &agua
destilada, e em seguida foram colocados em uma estufa a 55°C, por 48 horas, e
posteriormente foi realizada a pesagem para determinacéo da degradabilidade in vitro
da matéria seca.
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Figura 16. (1) Frascos Falcon 20 mL para armazenamento de 5 mL de sobrenadante;
(2) Sacos filtro apds serem retirados dos frascos de vidro. Fonte: Arquivo Pessoal.

No tempo de 48 horas para o experimento Il e no tempo de 96 horas para 0s
experimentos |, Il, IV e V, foram abertos o restante dos fracos, que foram utilizados
para avaliacdo da cinética ruminal, e assim como na hora da coleta de metano, 0s
valores de pH dos in6culos foram medidos, e foi feita a retirada de 10 mL do
sobrenadante para determinacdo de acidos graxos volateis e concentracdo de
nitrogénio amoniacal. Os sacos contendo os residuos das amostras foram retirados
dos frascos, lavados com agua destilada, secos a 55°C por 48 horas, e pesados para
estimar a DIVMS.

As incubac¢des ocorreram aos quinze dias de adaptacdo dos animais a dieta,
devido a coleta de liquido ruminal. No experimento | os aditivos comerciais (amilase e
Oleos essenciais) foram adicionados ao concentrado que era utilizado como amostra.
Os experimentos Il e Il recebiam adicdo de amilase exdgena no meio de cultura
utilizado para a incubacgdo. Ja nos experimentos com extratos e 6leos da Amazonia,
estes eram adicionados diretamente nos frascos de simulagcdo do processo

fermentativo no rimen.
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4.3.1.2 Experimentos in situ

e |- Parametros ruminais de vacas leiteiras suplementadas com amilase e
Oleos essenciais;

e |l - Producéo de gases e degradabilidade in vitro da MS de dois hibridos
de milho e um hibrido de sorgo (BRS 332) e degradabilidade in situ da MS;

Para o experimento | foram utilizadas quatro vacas néo-lactantes, fistuladas no
rimen, uma para controle e as outras trés recebendo tratamentos com aditivos, sendo
duas delas também utilizadas no experimento Il. No experimento | o tempo de
degradagcédo da MS foi de 96 horas, enquanto no experimento Il o tempo de
degradacédo da MS foi de 48 horas devido ao milho apresentar alta degradabilidade
(Tabela 8). O experimento | foi composto por 14 dias de adaptac&do dos animais a nova
dieta, com 10 avaliacGes de escore de fezes durante a Ultima semana de adaptacéo
a dieta e 7 dias de coleta de dados sobre consumo. Nao houve avaliacdo do escore
de fezes, nem coleta de dados sobre consumo no experimento |II.

Nos experimentos in situ também houve troca de liquido ruminal entre os
animais, para garantir que ndo houvesse residuos de antibiético no rumen, evitar
efeito do animal nos resultados e que ocorresse a adaptacdo da flora microbiana ao

novo tratamento.
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Tabela 8. Descricéo dos experimentos de degradabilidade in situ.

N° de animais , Tempo de
. L Contelido das x
Experimentos utilizados por degradacéo das
. - amostras
incubacao amostras

| - Parametros ruminais de vacas Silagem de milho, feno
de Tifton 85 e

leiteiras suplementadas com amilase e 4 96 horas
X oy concentrado com
6leos essenciais;

adicéo de aditivos.

Hibridos de milho:

Il - Producéo de gases e -
degradabilidade in vitro da MS de dois deﬁlg%j%?t(ilslTS;BZ
hibridos de milho e um hibrido de 2 (duro) 48 horas
sorgo (BRS 332) e degradabilidade in '
situ da MS;

Hibrido de sorgo: BRS
332

A dieta dos animais era composta por feno de Tifton 85, silagem de milho e
concentrado, sendo que o0s animais tiveram acesso ad libitum a agua e a
suplementacdo mineral.

Os experimentos seguiram a metodologia descrita por Chaves et al. (2006), que
foi adaptada de acordo com o substrato utilizado como amostra. No experimento |,
uma amostra de silagem e feno fornecidos aos animais foi separada e congelada a -
20°C, e essa amostra, ainda congelada, era moida para mimetizar a mastigacao
animal. Como o material € moido congelado, h4 uma menor perda de compostos
sollveis, pois ocorre pouca ruptura da parede celular vegetal. A amostra de volumoso
foi adicionada juntamente com a amostra de concentrado contendo aditivos, em sacos
de nylon (previamente secos a 55°C e pesados), para incubacéo in situ. Os sacos
foram selados e armazenados a -20°C até o momento da incubacdo. No experimento
II, os graos de hibridos de milho e do hibrido de sorgo foram moidos em peneira de
malha 2 mm, em moinho tipo Willey, e adicionados em sacos de filtro (F57 Ankom®).
Para cada tratamento (dieta experimental), foram utilizados trés sacos (triplicata) por
tempo de incubag&o. O mesmo procedimento foi realizado para todos os animais. Os
tratamentos foram avaliados nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h de incubacéo
para o experimento |, e até 48 horas para o experimento II.



64

Os sacos referentes a cada tempo de degradacao foram colocados dentro de
sacos de poliéster, juntamente com pesos metalicos (de aproximadamente 300g), 0S
guais 0s mantiveram submersos no liquido ruminal. Todos os sacos de poliéster foram
colocados no rimen ao mesmo tempo, e retirados um a um, aleatoriamente,
respeitando cada tempo de degradacdo. Apos a retirada, os sacos de poliéster foram
lavados em agua corrente, identificados e congelados a -20°C.

Os sacos referentes ao tempo de incubacdo zero ndo foram colocados no
rimen dos animais, sendo apenas congelados e posteriormente lavados, juntamente
com os demais sacos referentes aos tempos de incubacdo subsequentes. Apds a
lavagem, os sacos foram levados para estufa (55°C) e pesados. Desta forma, é
possivel quantificar a fragdo soltvel (tempo zero) das dietas e o desaparecimento de

MS ao longo dos tempos avaliados.

4.3.2 Avaliagdo de consumo e digestibilidade

Para avaliacdo do efeito do tamanho de particula sobre o desempenho e
producdo de metano de vacas com 100 dias de lactacdo, foram realizados dois
ensaios de digestibilidade, com intervalo de um més entre os ensaios e duragdo de
20 dias, sendo 14 dias de adaptacao a dieta e 6 dias de coleta de dados em sistema
tie-stall, no setor de metabolismo de grandes ruminantes.

Foram utilizados oito animais, quatro 7/8 Holandés e quatro F1 mesticas
(Holandés x Gir), divididos em dois grupos, cada grupo com dois animais de cada
linhagem, um recebendo dieta previamente misturada em vagao forrageiro e outro
com dieta misturada na betoneira, testando dois tamanhos de particula de silagem de
milho, como parte do experimento de doutorado do Zootecnista Rafael Sandin Ribeiro.

Os animais eram alimentados no periodo da manha e da tarde, de acordo com
0 grupo em que estavam divididos. O periodo de adaptacdo a dieta ocorreu em
sistema free-stall, com dieta fornecida uma vez ao dia, com agua permanentemente a
disposicéo.

Ao longo dos ensaios foram coletados dados para avaliagdo do consumo de
matéria seca (MS), producdo e composicao do leite, digestibilidade aparente da
matéria seca e FDN, balanco de nitrogénio, parametros ruminais, particdo energética

e sequenciamento microbiano.
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O consumo de MS e dos nutrientes foi calculado de acordo com a quantidade
ingerida diariamente, obtida pela diferenca entre o fornecido e as sobras. As sobras
eram pesadas somente quando ocorriam, pois, por ser um experimento que avaliou 0
efeito do tamanho de particula, ndo deveria haver sobras, mas se houvessem a dieta
era corrigida para que isso ndo ocorresse. Além da pesagem do oferecido, era
realizada a avaliagdo do tamanho de particulas da silagem fornecida pelo método
Penn State (Penn State Particle Size Separator, University Park, PA).

No periodo de ensaio era feito escore de fezes dos animais para avaliagao da
saude ruminal, quantificacao de fibras na dieta e taxa de passagem. Além do escore
de fezes, foram coletadas amostras de leite, urina, fezes e liquido ruminal via sonda
esofagica.

Nas primeiras 48 horas de cada ensaio foram realizadas coletas totais de urina
com auxilio de sondas (Figuras 17-1), com periodo prévio de adaptacéo, sendo a cada
24 horas coletada uma amostra de 60 mL de urina, sendo 50 mL armazenados em

potes vazios para analise de urina, e os outros 10 mL acondicionados em potes

contendo 50 mL de acido sulfdrico, como conservante (Figura 17-2).

Figura 17. (1) Animais com sonda urinaria acoplada a galdes para coleta total de
urina; (2) Potes contendo amostras de urina com e sem adicdo de &cido sulfurico.
Fonte: Rafael Sandin (2016).
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As coletas de fezes foram realizadas diariamente durante os ensaios, duas
vezes por dia. Para determinacéo da composi¢éo das fezes foram coletadas amostras
de 500 g direto da ampola retal (Figura 18-1), e para avaliacdo da digestibilidade da
matéria seca foram coletadas amostras homogéneas de 500 g, retiradas de tambores
gue foram cheios com fezes coletadas do piso das baias e da calha coletora (Figura
18-2). As amostras de fezes foram armazenadas em sacos plasticos, pesadas, secas

em estufa a 65°C por 72 horas, e posteriormente armazenadas para serem moidas e

analisadas.

=\ : :
Figura 18. (1) Coleta de fezes direto da ampola retal; (2) Tambores para
armazenamento de fezes coletadas dos colchfes das baias e da calha coletora.
Fonte: Rafael Sandin (2016).

Do primeiro ao quinto dia de coleta de dados houve pesagem do leite e retirada
de amostras individuais de animais ordenhados duas vezes por dia com ordenhadeira
movel no sistema tie-stall, para analise de producdo e composicéo do leite. No dltimo
dia do ensaio de digestibilidade foi coletada uma amostra de liquido ruminal via sonda

esofégica para determinar o pH e avaliar o perfil de AGVs e N-NHs (Figura 19).
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Figura 19. (1) Ordenha em sistema tie-stall, com ordenhadeira mével; (2) Coleta de
liguido ruminal via sonda esofagica. Fonte: Rafael Sandin (2016).

4.3.3 Operacado de camaras respirométricas

Assim que o periodo de adaptacdo as dietas experimentais acabava, 0s
animais passavam por avaliacdo do consumo de Oz e producédo de CO2 e CH4 em
camaras respirométricas (Figura 20-1), sendo realizados dois periodos de avaliacao
seguidos, com duracao de 20-22 horas cada.

Previamente a entrada nas camaras, foi realizada a pesagem e adaptacdo dos
animais ao procedimento de respirometria e aos equipamentos. No dia em que 0s
animais entram nas camaras, estas passam por um processo de calibracdo dos
analisadores de gas (Figura 20-2), que consiste em injetar um fluxo constante de
gases (N2, CO2, CH4 e O2) em concentra¢des conhecidas no sistema de andlise, para
estabilizacdo dos valores de concentragcdo dos gases detectados no interior da
camara. A calibracdo com Nz, CO2 e CHj4 € feita toda vez que os animais vao entrar
na camara, enquanto a calibracdo de Oz, que € um gas mais estavel, é feita de 15 em
15 dias.
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Figura 20. (1) Animal F1 (Gir x Holandés) dentro da camara respirométrica para
grandes ruminantes; (2) Analisadores de gas (Oz, CHse COz2). Fonte: Arquivo Pessoal.

Durante o funcionamento normal das camaras, a leitura é feita separadamente,
uma camara de cada vez. O amostrador de ar puxa uma amostra de ar da camara
para os analisadores, essa amostra passa pela entrada do sistema que |é a umidade,
e apos, eram lidos gas carbbnico, metano e oxigénio, sempre nessa ordem. O N2 é
utilizado apenas para limpeza do sistema durante a calibracdo. O intervalo de leitura
utiizado é de 200 segundos, definido pelo software de aquisicdo de dados
(ExpeData). Quando as quatro camaras estdo funcionando ao mesmo tempo, a
sequéncia de leitura é: linha base (ar externo), camara 1, camara de 2, linha base (ar
externo), camara 3 e camara 4, com tempo total de 20 minutos por ciclo.

As camaras eram limpas antes da entrada dos animais, o esgoto de agua
verificado para descartar possiveis vazamentos, 0s cochos calibrados, tarados e
travados um a um. Os animais entravam nas camaras pelo periodo da manha, e assim
gue as portas eram fechadas era medida a presséao (Pa), esta deveria estar negativa
(entre -50 e -150 Pa).

A leitura no programa ExpeData era iniciada 20 minutos apos a entrada dos
animais na camara, para estabilizacdo das concentracdes dos gases dentro da
camara. O alimento era colocado nos cochos assim que a leitura era iniciada, sendo
a quantidade de dieta fornecida nos dois periodos igual a quantidade ofertada ao

animal no sistema free-stall.
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Animais lactantes em experimento tiveram sua producéo de metano mensurada
em relacdo a producdo de leite e foram retirados das camaras para ordenha, no
periodo da manha e da tarde.

Os dados de mensuracdo de gases eram arquivados em formato ExpeData e
exportados para planilhas no Excel, para interpretacao dos resultados. Os resultados
eram analisados e se os valores de consumo de MS, producdo de metano e producao
de calor apresentassem variacdes, 0s animais teriam que passar novamente por
avaliacdo nas camaras.

O consumo de racao era registrado diariamente, e amostras de alimento
oferecido e respectivas sobras de cada animal eram recolhidas para analises, quando
0sS animais eram retirados das camaras. Apos a retirada dos animais, as camaras

eram higienizadas.

4.3.4 OQutras atividades realizadas simultaneamente:

e Acompanhamento e auxilio nas atividades do setor de reproducao.

e Acompanhamento e auxilio nos experimentos do setor de metabolismo de
pequenos ruminantes.

¢ Ordenha de animais em experimento.

e Organizacao do banco de dados do programa Intergado.

¢ Alimentacdo dos animais.

e Curso de atualizacdo em Pecuaria de Leite.
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5 DISCUSSAO

O plano de estagio foi cumprido totalmente, pois as atividades propostas foram
muito amplas, dando énfase nas atividades laboratoriais de mensuracéo da producgao
de metano ap0s as aplicacdes de alternativas para reducao da producédo de metano
proveniente da fermentac&o ruminal. Foi possivel acompanhar a realizacao de seis
experimentos completos, desde a fase de pesagem de amostras até a mensuragao
de gases liberados na fermentacao in vitro, o que foi de extrema importancia, pois
essa experiéncia contribuiu para que fosse compreendida a forma com que novas
pesquisas sao criadas e implantadas, e como na prética é feita a experimentacgéo in
vitro. Além dos experimentos envolvendo ensaios de digestibilidade e a passagem dos
animais em camaras respirométricas, tecnologia pouco conhecida por parte do aluno.

Outras atividades foram executadas, sempre com a finalidade de auxiliar em
experimentos que estavam acontecendo simultaneamente aos que envolviam a
nutricdo de grandes ruminantes. As atividades que foram realizadas em outros setores
ampliaram o contato com diversos pesquisadores e estagiarios, e permitiram
proximidade com areas que foram amplamente estudadas durante a graduacao, como
as atividades do setor de reproducéo.

Pesquisas na area de nutricdo de ruminantes que relacionem melhora na
eficiéncia alimentar dos animais com questdes ambientais, com a diminuicdo de
possiveis impactos causados pela pecuaria sdo de extrema importancia. As técnicas
de producédo de gases in vitro podem ser realizadas previamente a experimentos in
vivo, para avaliagéo dos alimentos usados nas dietas e determinagéo da eficiéncia na
producdo e o impacto ambiental.

O estagio final em uma empresa de pesquisa de renome como a Embrapa Gado
de Leite estimula o pensamento de permanéncia na area académica, a execucao da
pratica na pesquisa e a importancia de um Zootecnista, ndo s6 na questdo da nutricdo

animal, mas também no ambito da reducdo dos impactos ambientais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A oportunidade de estagiar em uma empresa como a Embrapa e vivenciar na
pratica as atividades que envolvem o desenvolvimento e elaboracao de pesquisas, fez
com que mais conhecimento fosse agregado, além do adquirido ao longo dos anos no
curso de Zootecnia. O estagio permitiu um aprimoramento em uma das areas do pilar
da Universidade, a pesquisa. Apesar da maioria das atividades terem sido
desenvolvidas no campo experimental José Henrique Bruschi, os conhecimentos
repassados foram satisfatorios e ajudaram a enxergar mais um campo de atuacéo do
Zootecnista. Conseguir conviver e trabalhar em grupo, e compreender como e por que
as atividades eram realizadas foram pontos determinantes para o bom desempenho
das atividades durante o periodo de estagio.

A experiéncia do estagio foi positiva, o periodo de estagio permitiu o
acompanhamento de diversos experimentos em diferentes areas, possibilitando aliar
0s conhecimentos praticos e tedricos adquiridos durante a graduacdo com as
atividades desenvolvidas no local de estagio, sendo de grande importancia para a
formacao profissional. A convivéncia com funcionarios, pesquisadores, analistas e
outros estagiarios, além de estimular o trabalho em equipe proporcionou um
crescimento profissional. E o desenvolvimento da reviséo bibliografica permitiu uma
releitura de assuntos discutidos durante a graduacdo e o aprendizado de novos
conhecimentos.

A Embrapa disponibilizou condi¢cdes para que o estagio curricular fosse uma
experiéncia unica (profissional e pessoal) e indispensavel para a minha formacédo. A
oportunidade de viver diariamente em uma grande empresa, participar das atividades
desenvolvidas, se relacionar com as pessoas em um local diferente, viver em outra
cidade, em outro Estado e sair da Universidade foram desafios essenciais para a
formacdo de um bom profissional da area de Zootecnia.

Essa experiéncia permitiu que a necessidade de melhoria fosse enxergada em
alguns pontos, como na maior pro-atividade do setor de recursos humanos,
melhorando o funcionamento da empresa e por consequéncia das atividades ali
realizadas. Outro ponto importante a ser levantado em consideracao, é a demora para
manutencdo dos equipamentos que apresentavam defeitos, atrapalhando o

andamento dos experimentos. Porém, vale ressaltar que os funcionarios foram
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receptivos e estavam sempre dispostos a sanar duvidas, auxiliar nos experimentos e
resolver os problemas que apareceram durante o estagio. E a oportunidade de
participar do curso de atualizacdo da pecuaria de leite, que refor¢cou alguns conceitos
aprendidos na universidade e proporcionou nhovos conhecimentos.

Ao final do curso de graduacao, percebe-se a importancia da realizagdo do
estagio curricular para a formacdo e o amadurecimento profissional. O
desenvolvimento da revisdo bibliografica permitiu a releitura de assuntos discutidos
durante a graduacdo e o aprendizado de novos conhecimentos, evidenciando que
para formag&do de um bom profissional € preciso saber de diferentes areas de atuacéo

e atualizar-se constante sobre novos assuntos.
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