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RESUMO

SOLORZANO, L. A. R. Efeito de fontes energéticas sobre a fermentagdo ruminal,
producdo de metano determinada pela técnica do gas tracador SFs, digestibilidade
aparente total e excrecdo de nutrientes em bovinos. [Effect of energy sources on rumen
fermentation, methane production determined by the SF¢ tracer technique, total apparent
digestibility and excretion of nutrients in cattle]. 2012. 121 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2012.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés fontes energéticas sobre a producao de
metano em bovinos utilizando-se a técnica do gas tragador hexafluoreto de enxofre (SF),
sobre os parametros da fermentagdo ruminal, a digestibilidade aparente total e a excrecao
de nutrientes da dieta. Seis vacas (730 + 70 kg) canuladas no rumen foram utilizadas e
distribuidas a trés dietas, que diferiram quanto a fonte energética, seguindo-se delineamento
experimental em quadrado latino 3x3 replicado (n= 18 unidades experimentais): Controle
(CON): Dieta de baixo extrato etéreo (3,50% de EE); Soja (SOJ): Dieta de alto extrato
etéreo (5,30% de EE) com inclusdo de 15% de soja grao; e Polpa Citrica (POL): Dieta de
baixo extrato etéreo (3,00% de EE) e alta participagdo de pectina com inclusdo de 15% de
polpa citrica. Cada periodo experimental foi constituido de 21 dias, sendo que, entre o dia 5
e o dia 15, 2 g do marcador 6xido crémico por kg de MS de alimento consumido foi
administrado via canula ruminal, para determinagdo da digestibilidade aparente total da MS
e suas fragdes, bem como da excrecdo dos nutrientes da dieta. O ensaio de digestibilidade
foi constituido por duas fases, sendo os cinco primeiros dias para adaptagdo ao marcador e
os cinco ultimos para coleta de fezes. A excre¢do da MS e dos nutrientes, bem como a
excrecdo de Nitrogénio, foi calculada a partir dos dados de coeficiente de digestibilidade da
MS e suas fragdes. Para cada periodo experimental, os ultimos 6 dias foram destinados para
coleta de dados da producao de metano (CH4) e do consumo de matéria seca (CMS). No dia
21 coletou-se liquido ruminal para determina¢do da concentragdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), contagem total e diferencial de protozoarios e pH ruminal, avaliados
antes, 3, 6, 9 ¢ 12 h ap6s a alimentacdo matinal. As concentragdes de CHy, SFs ¢ AGCC
foram determinadas por cromatografia gasosa. O pH de cada amostra foi determinado com
potenciometro digital portatil e as contagens diferenciais dos protozoarios foram avaliadas

através de microscopia direta. Nao houve diferengas significativas (P>0,05) entre os



tratamentos para o CMS expresso em quilograma por dia (kg/dia), porcentagem do peso
vivo (% PV) ou por unidade de peso metabolico (g/kg de PV*"®). Nio houve efeito de fonte
energética sobre o consumo de energia bruta (CEB), nem de fibra em detergente neutro
(CFDN). O tratamento com graos de soja reduziu (P<0,05) o consumo de proteina bruta
(CPB), de extrativo nao nitrogenado (CENN) e de matéria organica (CMO). O consumo de
extrato etéreo (CEE) foi maior (P<0,05) para os animais que consumiram o tratamento com
graos de soja. Nao foi observado efeito (P<0,05) de fonte energética para os coeficientes de
digestibilidade da MS, PB, EB, FDN, EE, ENN ou MO. A digestibilidade da FDA foi mais
elevada (P<0,05) para o tratamento com polpa citrica, enquanto que o valor de NDT foi
maior (P<0,05) para o tratamento com graos de soja. Nao houve diferencas significativas
(P<0,05) entre os tratamentos para a excrecao de energia bruta (EXEB), nem de fibra em
detergente neutro (ExXFDN). A excre¢ao de MS, ENN e de MO foram menores (P<0,05)
para o tratamento com graos de soja. Todas as fontes energéticas testadas influenciaram
(P<0,05) a excregdo de proteina bruta (ExPB), diferindo todos os tratamentos entre si. As
excregoes de FDA e de EE foram mais elevadas (P<0,05) para o tratamento com graos de
soja. Houve efeito (P<0,05) de fonte energética para a excre¢dao de nitrogénio, sendo mais
elevada para o tratamento com polpa citrica em relagdo ao tratamento com graos de soja. A
emissdo de CHy pelos bovinos foi de 286,22 a 344,22 g/d; 103,71 a 125,64 kg/ano; 17,41 a
22,03 g/kg de matéria seca ingerida; 5,17 a 6,58% da EB perdida na forma de metano e
3,77 a 4,53 Mcal/Ani/d. Nao houve diferenca significativa para as emissdes de metano
entre os tratamentos quando avaliadas a 5% de probabilidade. As fontes energéticas
testadas ndo influenciaram (P<0,05) os valores de pH ruminal, a concentracdo média do
acido propionico, nem a relagdo acético/propionico. A concentra¢do total de AGCC, a
concentracdo de acido acético, de acido butirico, bem como a contagem total de
protozoarios, foram maiores (P<0,05) para o tratamento com polpa citrica. Fonte alta em
pectina, como a polpa citrica, ou em acidos graxos insaturados, como a soja grao, nao
prejudicaram a digestibilidade das dietas. Neste sentido, sdo indicadas como fontes de
elevado potencial de utilizacdo em dietas para bovinos. Entretanto, sua inclusdo resultou em
mudangas no ambiente ruminal pela alteragdo do perfil fermentativo, porém, ndo foi
possivel demostrar alteragdes na producao de metano.

Palavras-chave: Gases de efeito estufa. Digestdo. Grao de soja. Polpa citrica. Ruminantes.



ABSTRACT

SOLORZANO, L. A. R. Effect of energy sources on rumen fermentation, methane
production determined by the SFg tracer technique, total apparent digestibility and
excretion of nutrients in cattle. [Efeito de fontes energéticas sobre a fermenta¢do ruminal,
producdo de metano determinada pela técnica do gas tragador SF¢, digestibilidade aparente
total e excregdo de nutrientes em bovinos]. 2012. 121 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2012.

The objective of this study was to evaluate the effect of three energy sources on methane
production in cattle using the tracer sulfur hexafluoride technique (SF¢) on rumen
fermentation parameters, total apparent digestibility and excretion of nutrients of diet. Six
cows (730 = 70 kg) ruminally cannulated were used and allocated to three diets that
differed in energy source, followed by the replicated 3x3 Latin square design (n = 18
experimental units): Control (CON): Low ether extract diet (3.50% EE); Soybean (SOJ):
High ether extract diet (5.30% EE) with inclusion of 15% of soybean seeds; Citrus pulp
(POL): Low ether extract (3.00% EE) and high pectin diet with inclusion of 15% of citrus
pulp. Each experimental period consisted of 21 days. From day 5 to day 15, 2 g of the
marker chromic oxide per kg DM of feed consumed were administered, through rumen
cannula, to determine the apparent digestibility of total MS and its fractions as well as
excretion of nutrients. Digestibility trial consisted of two phases: the first five days for
marker adaptation and the last five for feces collection. The excretion of DM and nutrients,
as well as, nitrogen excretion was calculated from digestibility data of DM and its fractions.
For each experimental period, the last 6 days were used to collect data from methane (CHa)
production and dry matter intake (DMI). At day 21, rumen fluid was collected for short
chain fatty acids concentration determination (SCFA), total and differential counts of
protozoa and ruminal pH measured before, 3, 6, 9 and 12 h after morning feeding. The
concentrations of CHa4, SF¢ and SCFA were determined by gas chromatography. The pH of
each sample was determined with a digital portable pH meter and differential counts of
protozoa were evaluated by direct microscopy. There were no significant differences
(P>0.05) among treatments for DMI expressed as kilograms per day (kg/day), percentage
of body weight (% BW) or per unit of metabolic weight (g/kg PV" 7). There was no effect
of energy source on gross energy (GEI) or neutral detergent fiber (NDFI) intake. Soybeans



treatment decreased (P<0.05) crude protein (CPI), nitrogen free extract (NFEI) and organic
matter (OMI) intake. Ether extract (EEI) intake as higher lower (P <0.05) for cows fed the
soy beans treatment. There was no effect (P<0.05) of energy source on digestibility
coefficients of DM, CP, GE, NDF, EE, NFE or OM. The digestibility of ADF was higher
(P<0.05) for citrus pulp treatment, while TDN value was higher (P<0.05) for soybeans
treatment. There were no significant differences (P<0.05) among treatments for gross
energy (GEEX) or neutral detergent fiber (NDFEx) excretion. The excretion of DM, NFE
and OM were lower (P<0.05) for treatment with soybeans. All energy sources influenced
(P<0.05) crude protein excretion (CPEx) and all treatments differed from each other. The
excretions of ADF and EE were higher (P<0.05) for treatment with soybeans. A significant
effect (P<0.05) of energy source was observed for nitrogen excretion, where the highest
values were observed for citrus pulp compared to soybeans treatment. The emission of CHy4
by cattle was 286.22 to 344.22 g/d, 103.71 to 125.64 kg/year; 17.41 to 22.03 g/kg of dry
matter ingested, 5.17 to 6.58% GE lost in the form of methane and 3.77 to 4.53 Mcal/Ani/d.
There was no significant difference in methane emissions between treatments when
evaluated at 5% probability. Energy sources tested did not influence (P<0.05) pH values,
propionic acid concentration or acetate:propionate ratio. Total concentration of SCFA,
acetic acid and butyric acid concentration, as well as total count of protozoa, were higher
(P<0.05) in citrus pulp treatment. Pectin high source, such as citrus pulp, or unsaturated
fatty acids, such as soy beans, did not affect diets digestibility. In this sense, they are
indicated as sources of high potential for use in cattle diets. However, their inclusion in
diets resulted in changes in rumen environment by changes in fermentation pattern, but it

was not possible to demonstrate changes in methane production.

Keywords: Greenhouse gas. Digestion. Soy bean. Citrus pulp. Ruminants.
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concentracdo mM do acido propidnico.; d) concentragdo mM do acido butirico; )
concentracdo mM do total de acidos graxos de cadeia curta; f) relagdo acetato:propionato 74

Figura 5 - Esquema dos dias de coleta para analise de digestibilidade aparente total da MS e
suas fracdes e a excre¢do dos nutrientes, avaliadas dentro de cada periodo experimental .. 93
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1 CONSIDERAGCOES INICIAIS

Mudangas climaticas no mundo, resultantes do aumento das concentragdes de gases
na atmosfera, tem levado a alteracdo no balango de entrada e saida da radiagdo solar do
planeta, provocando aquecimento da superficie terrestre. Os principais gases responsaveis
pelo efeito estufa sdo: didoxido de carbono (CO,), metano (CHs), 6xido nitroso (N,O) e
ozonio (O3) (COTTON; PIELKE, 1995).

Especialistas do IPCC (Intergovernamental Panel on Climate Change) t€ém debatido
questdes relacionadas as mudancgas climaticas globais. A quantificagdo das emissdes de
gases de efeito estufa por ecossistemas agricolas e as estimativas preliminares dessas
emissdes para o Brasil mostram que a pecudria constitui uma das principais fontes de
metano entre as atividades agropecuarias (IPCC, 1995). Nas ultimas décadas, discutiu-se
muito a respeito da produgdo de metano por ruminantes, pois este gas esta ligado
diretamente ao fenomeno de efeito estufa do globo terrestre (COTTON; PIELKE, 1995). O
gas metano possui poder de absor¢do de radiagdo infravermelha cerca de 23 vezes maior
que o diéxido de carbono (WUEBBLES; HAYHOE, 2002) e, apresentando 10 anos de vida
na atmosfera, contribui com aproximadamente 18% de todo o potencial de aquecimento
que ocorre atualmente no globo (CLARK et al., 2001). Sendo assim, ¢ natural que as
atengdes de comités, como a Agéncia Americana de Prote¢do Ambiental (USEPA) e a
World Meteorological Organization, esta ligada a Organizacao das Nacdes Unidas, voltem-
se a questdo da emissdo de gas metano e busquem medidas que possam ser adotadas para
prevencao do superaquecimento do globo terrestre.

A interacdo entre os fatores de producdo animal e o impacto ambiental causado
pelas diversas atividades tem sido, cada vez mais, o objetivo de pesquisas relacionadas com
as mudangas climaticas mundiais. Os ruminantes, devido ao processo digestivo de
fermentacao entérica, sdo reconhecidos como importante fonte de emissao de metano (CHy)
para a atmosfera. Além disso, a producao desse gas, que pode variar em func¢ao do sistema
de alimentagdo, ¢ considerada uma parte perdida da energia do alimento, refletindo em
ineficiéncia na produgdo animal (PEDREIRA et al., 2005). Nos ruminantes, as perdas

energéticas por eructacdo de gases, como o metano e dioxido de carbono, representam



20

valores de aproximadamente 2 a 12% da energia bruta contida na dieta (JOHNSON et al.,
1993), o que tem grandes implicagdes no aquecimento global.

O conhecimento dos fatores que determinam a eficiéncia do processo fermentativo
ruminal e a emissdo de produtos poluidores ¢ fundamental ao processo de reducdo do
impacto ambiental causado pelos sistemas de producdo animal, além da busca por aumento
da produtividade e eficiéncia economica dos sistemas de produgdo animal
(NASCIMENTO, 2007). Posto isto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito
de trés fontes energéticas sobre a fermenta¢do ruminal e produgdo de metano determinada
pela técnica do gés tracador SFe, assim como sobre a digestibilidade aparente total e a
excre¢do da MS e dos nutrientes em bovinos, obtendo desta maneira, uma compreensao
mais abrangente do processo fermentativo no rumen e de processos digestivos que podem

estar envolvidos na ineficiéncia da produc¢ao animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Durante a evolugdo, os animais ruminantes desenvolveram caracteristicas
anatomicas e simbidticas que lhes permitiram utilizar eficientemente carboidratos
estruturais como fonte de energia e compostos nitrogenados nao-proteicos como fonte de
proteina.

A fermentacdo em ruminantes ¢ o resultado da atividade fisica e microbiologica,
que converte os componentes dietéticos a acidos graxos volateis, proteina microbiana e
vitaminas do complexo B e vitamina K, metano e didxido de carbono, amoénia, nitrato e etc.
(OWENS; GOETSCH, 1993).

A manutencdo de uma populacdo microbiana ruminal ativa depende de algumas
caracteristicas ruminais que sao mantidas pelo animal hospedeiro, como o suprimento de
alimento mastigado ou ruminado, a remoc¢do dos produtos da fermentagdo, a adicdo de
tamponantes e nutrientes via saliva, a remoc¢ao de residuos indigestiveis dos alimentos e a

manuten¢do do pH, temperatura, anaerobiose ¢ umidade ideais ao crescimento microbiano.

2.1 FERMENTACAO E CARACTERIZACAO DO AMBIENTE RUMINAL

O processo digestivo das espécies ruminantes compreende uma das relagdes
simbioticas entre seres vivos mais bem sucedidas na natureza. O principal 6rgao digestorio
dos ruminantes, o ramen, ¢ considerado uma camara de fermentacdo que apresenta
condigdes ambientais adequadas, tais como temperatura entre 38-41°C, pH entre 5,5-7,2,
umidade entre 85-90%, osmolaridade entre 260-340 mOsm e ambiente anaerdbio. Além
disso, ha presenca constante de substratos para fermentacao oriundos da alimentagdo, um
padrao de motilidade ruminal que permite a mistura do contetdo e remogao periodica dos
subprodutos de fermentacdo ndo utilizados pela microbiota através de absor¢do pelo

epitélio ruminal (CARVALHO et al., 2003).
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O potencial redox no rimen esta usualmente ente 250-450 mV, refletindo auséncia
de oxigénio e o excesso de potencial redutor (VAN SOEST, 1994). Em consequéncia dessa
caracteristica do ambiente ruminal, as op¢des metabolicas dos microrganismos tornam-se
limitadas, sendo obrigados a trabalhar com este excesso de equivalentes redutores (NADH),
utilizando-os em uma variedade de reacdes. Para dispor desses compostos, eles reduzem
todos os compostos disponiveis, sendo o CO, reduzido a metano, sulfatos e nitratos a
sulfetos e amonia, e acidos graxos insaturados a saturados. Apesar desse excesso de
compostos redutores, o crescimento microbiano permanece limitado pela disponibilidade de
ATP (OWENS; GOETSCH, 1993).

Os microrganismos, por sua vez, degradam e fermentam os alimentos ingeridos pelo
hospedeiro obtendo, como produtos, nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia e acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) que ndo sdo utilizados pelos microrganismos, mas sim
pelos ruminantes, como fonte de energia para os diversos processos metabdlicos.

O objetivo do ruminante ¢ manter as condigdes ruminais descritas acima para
assegurar que o metabolismo dos microrganismos mantenha-se ativo para fermentar os
nutrientes da dieta. A ndo manutencdo destas condi¢cdes poderd acarretar disturbios
metabolicos, como acidose ruminal. O principal diferencial entre ruminantes e outras
espécies de mamiferos é que, através da relagdo simbidtica com os microrganismos, ¢
possivel o aproveitamento dos nutrientes contidos nos carboidratos estruturais € nos
compostos nitrogenados nao-proteicos. Isto se deve a presenca de enzimas no metabolismo
dos microrganismos que permitem degradar estes compostos (VALADARES FILHO;
PINA, 20006).

Os ruminantes possuem a capacidade para converter alimentos de baixa qualidade
em proteina de alta qualidade (VARGA; KOLVER, 1997). O rimen ¢ considerado um
ecossistema microbiano diverso e Unico, composto por quatro tipos de microrganismos
ativos no seu interior: bactérias, protozoarios, fungos e arqueias metanogénicas, sendo as
bactérias constituintes de 60 a 90% da biomassa microbiana com cerca de 200 espécies
(KOZLOSKI, 2002). As arqueias metanogénicas, responsaveis pela producao de CHa,
formam um grupo distinto de microrganismos, possuindo co-fatores (coenzima M, Fay,
Fa430) e lipideos (éteres de isopranil glicerol) unicos (McALLISTER et al., 1996). A parede

celular destes microrganismos ¢ composta por pseudomureina, proteina, glicoproteina ou
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heteropolisacarideos e a sequéncia de nucleotideos indica uma evolucao inicial distinta das
bactérias (ISHINO et al., 1998). A fermentagdo anaerdbia do alimento, principalmente de
tipo fibroso, € possivel devido ao sinergismo existente entre a populacdo microbiana,
permitindo a degradagdo pela acdo de complexos de enzimas, como a B-1-4 celulase,
agindo sobre a parede celular das plantas. No entanto, a fermentacdo do alimento e
conversao em carne e leite pode ser pouco eficiente devido a fatores associados a
digestibilidade das forrageiras (VARGA; KOLVER, 1997).

A maior parte dos nutrientes do alimento, principalmente as fontes energéticas e
protéicas, ¢ transformada em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), em massa microbiana
e em gases como metano (CHy), didxido de carbono (CO;) e hidrogénio (H,) (BAKER,
1999). Os AGCC podem ser considerados um residuo da fermentagdo para os
microrganismos. Entretanto, para o ruminante, representam a principal fonte de energia. A
energia presente nos AGCC representa em torno de 75 a 80% da energia originalmente
presente nos carboidratos fermentados e, normalmente, contribuem em 50 a 70% da energia
digestivel do alimento (KOZLOSKI, 2002).

A produgdo de metano no rumen esta diretamente relacionada com a concentracao
de H, (CHAUCHEYRAS et al., 1995). Na medida em que ocorre a fermentacdo dos
carboidratos no rimen, aumentam-se os teores de H, que, se ndo forem removidos, inibem
os sistemas enzimaticos que envolvem o NADH, importante cofator na fermentacao dos
carboidratos (PEDREIRA, 2004).

De outra parte, sabe-se que do balango entre o aporte de energia e proteina vai
depender a eficiéncia no processo de fermentagdo ruminal. Assim, o aporte de nitrogénio
amoniacal pode servir como a principal fonte de N para a sintese de proteina microbiana
em bactérias fermentadoras de carboidratos estruturais. Entretanto, algumas espécies, como
as bactérias fermentadoras de carboidratos nao-estruturais, requerem aminodcidos e
peptideos (NRC, 1996). As bactérias ruminais podem incorporar aminoacidos em proteina
microbiana ou fermenta-los como fonte de energia. A fermentagdo de aminoacidos também
origina amodnia ruminal. Como o crescimento microbiano ¢ dependente do suprimento de
carboidratos fermentdveis, os produtos finais do metabolismo de proteinas sdo

influenciados pela disponibilidade de carboidratos (RUSSEL; STROBEL, 1989).
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2.2 MICRORGANISMOS RESPONSAVEIS PELA DIGESTAO FERMENTATIVA

Os agentes responsaveis pela fermentagdo ruminal sdo microrganismos unicelulares
representados por bactérias, protozoarios ¢ fungos. Em termos quantitativos, 60-90% da
massa microbiana ruminal é composta por bactérias, 10-40% por protozoarios ciliados e o
restante 5-10% por fungos (VAN SOEST, 1994).

As bactérias representam a fracao da populagdo ruminal mais importante para a vida
do ruminante. O neonato adquire esta microbiota pelo contato direto com outros bovinos ou
pelo contato indireto através de elementos contaminados, como forragens ou agua de
bebida (RELLING; MATTIOLI, 2003).

Dependendo do tipo de dieta fornecida, tipo de substrato empregado e os diferentes
produtos finais da fermentagdo obtidos, as bactérias podem ser classificadas em
fermentadoras de carboidratos estruturais, nao-estruturais, proteoliticas, arqueias
metanogénicas, lacticas e lipoliticas (RELLING; MATTIOLI, 2003). Sendo assim, na
dependéncia da dieta fornecida, ou seja, do tipo de substrato que chega ao rimen, havera
determinada colonizagao, resultando em diferentes produtos de fermentacdo. No rumen, os
microrganismos estdo distribuidos espacialmente no liquido ruminal, aderidos a fracao
solida da digesta ou ligados a parede ruminal (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2006).

Os protozoarios se desenvolvem preferencialmente em pH ruminal superior a 6,0.
Do ponto de vista metabdlico, os protozodrios diferem das bactérias por possuir menor
capacidade celulolitica (5-20% do total). Além disso, sdo incapazes de sintetizar proteinas a
partir de nitrogénio ndo proteico (NNP). Sdo benéficos ao moderar a fermentacao
amilolitica, devido a que consomem preferentemente bactérias amiloliticas e ingerem
particulas insoluveis e soluveis (granulos de amido) no fluido ruminal. Essa habilidade em
digerir a maioria dos componentes dos alimentos lhes confere um importante papel aos
ciliados no processo de fermentagdo ruminal, sendo responsaveis por 34% da
digestibilidade da fibra. A auséncia dos ciliados estd associada a diminuicdo da
digestibilidade da forragem (PUNIA et al., 1987; ANKRAH et al., 1990; HEGARTY et al.,
1994 ), assim como a diminui¢do das concentra¢des de N-NHj3, cuja escassez limita a agdo

das bactérias celuloliticas do rimen.



26

As concentragdes de protozodrios variam conforme o tipo da dieta e qualidade da
mesma, assim como, com a frequéncia com que o animal ¢ alimentado, estado fisiologico e
a genética dos animais (HUNGATE, 1966). Para tal, Veira (1986) relata que o nimero de
protozodrios pode ser relativamente baixo em animais recebendo dietas exclusivas de
forragens, e maior nas misturas de forragens e graos. Desta forma e dependendo das
carateristicas mencionadas, os protozoarios podem se classificar em Entodinium, Isotricha,
Dasytricha, Epidinium e a subfamilia Diplodinae (que inclui os géneros Diplodinium,
Eudiplodinium, Ostracodinium e Polyplastron). Varios autores descrevem o género
Entodinium spp. como o protozoario predominante na contagem total, chegando a 90%,
especialmente quando a alimentacio ¢ a base de concentrado (HUNGATE, 1966;
NOGUEIRA FILHO et al.,1992) ou quando se tem uma dieta rica em energia (DENNIS et
al., 1983).

Os protozoarios dos géneros Diplodinium spp. e Epidinium spp. s2o degradadores
de fibra, devido a que apresentam concentragdes consideraveis de celulase. Portanto suas
populagdes aumentam em dietas fibrosas (HUNGATE, 1966; PURSE; MOIR, 1966;
WILLIANMS; COLEMAN, 1991; JOUANY, 1996). Geralmente quando as forragens sao
de qualidade inferior, as propor¢des de Diplodinium spp sdo mais elevadas do que com
forragens melhoradas, pois a populagdo diminui (VANDERWATH; MYBURGH, 1941).

Ja os Holotricha (Isotricha spp. e Dasytricha spp.) aparecem em maior nimero nos
ruminantes alimentados com dietas ricas em polissacarideos ndo estruturais e carboidratos
soluveis das plantas (HUNGATE, 1966; WILIANMS; COLEMAN, 1991; OLIVEIRA et
al., 1992; JOUANY, 1996).

Finalmente, os fungos ndao predominam no ramen, pela sua baixa taxa de
multiplicacdo em comparagdo com as bactérias, algumas das quais reprimem seu
crescimento, como o Ruminococcus spp (RELLING; MATTIOLI, 2003). Os fungos
possuem uma importante atividade celulolitica, especialmente quando o ruminante

consome forragens maduras.
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2.2.1 Arqueias metanogénicas

As arqueias metanogénicas, sao 0s microrganismos responsaveis pela producdo de
metano (CH4) e ndo sdo mais consideradas como bactérias. Desta forma, torna-se de grande
importancia aprofundar mais sobre o seu metabolismo e modo de agir em geral.

As arqueias metanogénicas ocupam um nicho metabdlico exclusivo, sao
estritamente anaerobias e produzem metano. Estes organismos sdo encontrados em diversos
habitats anaerobios, desde sedimentos marinhos e aquaticos a digestores, rimen e intestino
grosso de herbivoros e outros mamiferos.

As metanogénicas representam um grupo de microrganismos polifilético,
compreendendo trés ordens, com oito familias e 21 géneros. Apresentam morfologia
comum as células procarioticas, com forma de bacilos de diferentes tamanhos, cocos, ¢
filamentos. Algumas representantes apresentam propriedade de coloracdo Gram-positiva e
outras (Gram-negativa, sendo a taxonomia baseada essencialmente em métodos
moleculares, por comparagdo de sequéncias do 16STRNA. As Analises morfofisioldgicas
facilitam a classificag@o primaria relacionada a género (SOWERS, 1995).

Segundo Kamra (2005), oito diferentes espécies representam os cinco géneros de
metanogénicas que tém sido encontradas no rumen: Methanobrevibacter ruminantium,
Methanobacterium bryanti, Methanobacterium vibacter smithii, Methanosarcina barkeri,
Methanoculleus olentangyi, Methanobacterium formicicum, Methanosarcina barkeri e
Methanomicrobium mobile. As espécies metanogénicas mais comumente isoladas do ramen
sdo linhagens de Methanobrevibacter, Methanomicrobium, Methanobacterium e
Methanosarcina (JARVIS et al., 2000).

De acordo com Mcallister et al. (1996), as arqueias metanogénicas, responsaveis
pela produgao de CHy4, formam um grupo distinto de microrganismos, possuindo co-fatores
(coenzima M, F 420, F 430) e lipideos (€teres de isopranil glicerol) unicos. A parede
celular destes microrganismos ¢ composta principalmente por pseudomureina, proteina,
glicoproteina ou heteropolissacarideos (ISHINO et al., 1998). As arqueias se diferenciam
das bactérias: 1) quanto a parede celular, que pode ser composta por pseudopeptidoglicano

ou apenas por proteina, sendo a parede das bactérias composta por peptidoglicano; 2)
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quanto a membrana celular, que nas arqueias ¢ formada por lipideos de cadeias
hidrocarbonadas ramificadas que se ligam ao glicerol por ligacdes do tipo éter e nas
bactérias os lipideos das cadeias hidrocarbonadas ramificadas se ligam ao glicerol por
ligacdes do tipo éster; 3) quanto ao genoma, que nas arqueias ¢ determinado pela presenca
de plasmideos (DNA unico, circular) e nas bactérias € constituido por DNA fragmentado
em cromossomos multiplos (RAISMAN; GONZALEZ, 2006).

No riimen, as arqueias sdo encontradas intimamente associadas com protozoarios
ciliados (FINLAY et al., 1994). As metanogénicas podem ser encontradas tanto aderidas
na superficie celular dos protozoarios, como na fase intracelular dos mesmos (USHIDA;
JOUANY, 1996). Considerando que os protozoarios ciliados tém um grande potencial de
producdo de hidrogénio no rimen, a associacdo somatica das metanogénicas com estes
ciliados indica uma relagdo simbiotica, em que as metanogénicas, por utilizarem o
hidrogénio produzido pelos ciliados, favorecem a manutencdo de um ambiente ruminal
adequado ao desenvolvimento destes microrganismos (VAN SOEST, 1994).

As arqueias metanogénicas sao sensiveis as mudangas nas condigdes da ragdo do
animal. Por exemplo, aumento na taxa de passagem da digesta, aumento na taxa de
fermentacdo, decréscimo da ruminagdo ou pH sdo fatores que conduzem a reducdo da
quantidade de H, disponivel para a formagdo de metano. Dessa maneira, hd menor
producdo de metano e, em consequéncia disso, aumenta o nivel de energia metabolizavel

disponivel para o animal (NUSSIO et al., 2006).

2.3 SUBSTRATOS DA FERMENTACAO

Os principais substratos para fermentag¢ao sdo os carboidratos complexos originados
das células vegetais, sendo a maior parte constituida por celulose, hemicelulose, pectina,
amido, dextrinas e carboidratos soltveis (BERGMAN, 1990).

Os carboidratos podem ser classificados de acordo com as caracteristicas
nutricionais em fibrosos ou nao-fibrosos. Os carboidratos fibrosos sdo representados pela

hemicelulose e celulose. Sao fragdes que compdem a parede celular das plantas, de
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degradacdo ruminal lenta realizada por bactérias hemiceluloliticas e celuloliticas. Os
carboidratos ndo-fibrosos sdo representados por agucares, amido e pectina. Os agucares € 0
amido sdo constituintes do conteudo celular, ja a pectina faz parte da parede celular. Sao
fracdes de degradacdo rapida realizada por bactérias sacaroliticas, amiloliticas,

dextrinoliticas e pectinoliticas (MERTENS, 1994).

2.4 PRODUTOS DA FERMENTACAO

A fermentacdo, que ocorre durante o metabolismo dos carboidratos ingeridos pelos
ruminantes, ¢ um processo anaerobio, efetuado pela populagdo microbiana ruminal
(OWENS; GOETSCH, 1988). Esses microrganismos, através de suas vias metabolicas de
extragdo de energia e mediante a fermentagdo anaerdbia que ocorre durante o metabolismo
dos carboidratos no rumen, convertem os carboidratos em acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), formando principalmente os acidos acético, propidnico e butirico (OWENS;
GOETSCH, 1988; LUCCI, 1997; EUN et al., 2004).

Os 4cidos graxos de cadeia curta produzidos contém de 1 a 7 atomos de carbono e
estdo dispostos para formar compostos de cadeias lineares ou ramificadas, os quais, além
dos acidos acético, propidnico e butirico, incluem também os acidos féormico, isobutirico,
valérico, isovalérico, 2-metilbutirico, hexandico e heptandico. Todos sdo produzidos junto
com pequenas quantidades de outros compostos organicos, tais como metano, dioxido de
carbono, lactato e alcool, durante o processo de fermentagdo ruminal. Os acidos acético,
propidnico e butirico sdo os mais predominantes e sdo produzidos principalmente na
fermentacdo de carboidratos provenientes das plantas, tais como celulose, hemicelulose,
pectina, amido e acucares (BERGMAN, 1990). Desta forma, a propor¢do dos acidos graxos
de cadeia curta no rimen depende da dieta, sendo que dietas ricas em grdos favorecem a
maior formag¢ao do acido propionico, enquanto que dietas com alta propor¢do de alimentos
volumosos favorecem a produgdo de acido acético (OWENS; GOETSCH, 1988). E
importante salientar que os acidos graxos de cadeia curta suprem 80 a 90% das exigéncias

energéticas do animal (MEDEIROS, 2002).
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As determinacdes quantitativas dos processos de fermentacdo ruminal requerem
medidas das taxas de producdo de acidos graxos volateis (BERCHIELLI et al., 1996). A
propor¢ao molar tipica dos AGCC, produzidos quando o animal alimenta-se basicamente
de forragens, representa uma relacdo de 73:20:7 (acetato, propionato e butirato,
respectivamente), comparado com 60:30:10 em misturas de concentrado e forragens e
somente com concentrado apresenta uma relagdo 50:40:10 (BLACK,1990). A proporc¢ao
relativa dos diferentes AGCC produzidos varia amplamente, dependendo dos componentes
quimicos degradados e do pH ruminal (MOTA, 2006). O manejo alimentar e a frequéncia
diaria de alimenta¢dao concentrada também podem afetar a variagdo na concentragdo de
AGCC.

Como outros produtos da fermentacdo, em adi¢do a fermentagdo de carboidratos, a
protedlise ¢ um processo de fermentacdo que produz peptideos e aminoacidos, os quais
podem ser usados como fontes de energia ou para processos biossintéticos. A proteodlise €
grandemente realizada pelos microrganismos ruminais € muitos aminoacidos sao
desaminados para formarem amonia, diéxido de carbono e AGCC. A proteolise produz nao
somente acetato, propionato e butirato, mas também dé origem aos acidos graxos volateis
de cadeia ramificada ou isodcidos (AGVCR): isobutirico, isovalérico e 2-metilbutirico os
quais sdo formados a partir da fermentacdo dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina,
respectivamente (BERGMAN, 1990).

Dentro do processo fermentativo, também sao produzidos gases tais como dioxido
de carbono (CO;), em 60% aproximadamente, ¢ metano (CHy), em 30 a 40% dependendo
da concentragdo e das proporgdes relativas dos acidos produzidos (OWENS; GOETSCH,
1988; LUCCI, 1997; EUN et al.,, 2004). Por outro lado, quantidades variaveis de H;
originam-se das reagdes de descarboxilacdo, durante a fermentag¢do, e das reagdes de
neutralizagdo do H' pelo HCOs- oriundo da saliva ou secretado pelo epitélio ruminal,
durante a absor¢dao de AGV. O Metano ¢ oriundo da redugdo do CO2 e formado pelas

archaeas metanogénicas (COELHO Da SILVA; LEAO, 1979).
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2.5 FATORES QUE INFLUENCIAM A FERMENTACAO RUMINAL

Dentre os fatores que influenciam a fermentacao ruminal encontram-se:

2.5.1 Dieta

Segundo Bergman (1990), os produtos finais da fermentagdo sdo parcialmente
determinados pela natureza da dieta, que pode mudar a atividade metabdlica dos
microrganismos, provendo novos ou diferentes substratos que influenciam a quantidade e a
natureza desses produtos. A dieta é, provavelmente, o fator mais importante que influencia
o numero e a propor¢do relativa das diferentes espécies de microrganismos ruminais. A
mudanca da dieta de um animal resulta num periodo de transi¢do na popula¢ao ruminal, em
que a proporcao das diferentes espécies ruminais varia para um novo balanco que melhor se
ajuste as mudancgas dietéticas. Esse fato refere-se a adaptacdo da populacdo que pode
demorar dias ou semanas, dependendo de quao drastica ¢ a mudanca na dieta (OWENS;
GOETSCH, 1993).

A quantidade e a composi¢ao da dieta sdo variaveis externas que afetam a taxa de
digestdo, a taxa de passagem e, dessa maneira, o turnover do contetido ruminal. A ingestao
¢ regulada pela exigéncia do animal, composi¢ao da dieta e disponibilidade de alimento. A
composi¢cdo da dieta, geralmente, determina a distribuicdo da populacdo microbiana que
utiliza os nutrientes dos alimentos no rimen. Assim, dietas com altos teores de proteina
favorecem microrganismos proteoliticos, enquanto as altas em amido, que sdo baixas em
fibra, estdo associadas a uma grande populagdo de utilizadores de amido (VAN SOEST,
1994). A ocorréncia de microrganismos celuloliticos em um numero reduzido em animais
alimentados com dietas ricas em concentrado dependera do tamanho das particulas da fibra
e da taxa de passagem. Com uma pequena quantidade de forragem grosseira, a taxa de
passagem da fibra pode ser lenta e os microrganismos celuloliticos, comparativamente,

mais numerosos (BRYANT; BURKEY, 1953).
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Dietas baixas em fibra e que tendem a ter altas taxas de digestdo e producdo de
acidos graxos de cadeia curta requerem um maior grau de tamponamento no sistema
ruminal; tais condi¢des favorecem espécies capazes de tolerar algum abaixamento do pH
ruminal. Geralmente, microrganismos celuloliticos e metanogénicos sdo menos tolerantes a

tais mudangas (SLYTER, 1976).

2.5.1.1 Fontes energéticas na fermentacéo ruminal

Os carboidratos ndo-estruturais (acucares soluveis, amido e pectina) sdo
fermentados rapidamente e quase de maneira completa no ramen (VAN SOEST et al.,
1991). Estes carboidratos incrementam a densidade energética da ragdo, aportando energia
tanto para o ruminante, bem como para o crescimento microbiano no ramen. Porém, os
carboidratos ndo-estruturais nao estimulam nem o processo da ruminacao, nem a producao
de saliva, mas favorecem a producdo de 4cido e a reducdo de pH e podem inibir a
fermentacdo da fibra se em excesso na ragdo. O amido e os agucares soluveis sao
fermentados a propionato sem a perda de carbono, reduzindo as perdas energéticas na
forma de CH,4 Pelo contrario, a fermentacdo da pectina resulta em acetato, reduzindo o

risco de acidose e estimulando a producao de gordura no leite (VAN SOEST et al., 1991).

2.5.1.2 Fontes energéticas no consumo de MS e na digestibilidade aparente total

A busca por ingredientes alternativos para a nutricdo de ruminantes leva a
constantes investigagdes da dindmica de fermentacdo e digestdo desses ingredientes nos
processos que estdo envolvidos na nutri¢do dos animais de produ¢do (EZEQUIEL et al.,
2006; FAYED et al., 2009). O consumo de alimentos e seus nutrientes ¢ o fator mais
importante na determinagdo do desempenho animal e pode ser influenciado pelas
caracteristicas do animal, do alimento e das condi¢des de alimentagdo (VAN SOEST,
1994). Segundo o NRC (1996), existe alta correlagdo entre o consumo de matéria seca e a

concentracdo energética da dieta, visto que, dietas com baixa digestibilidade, e por tanto
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com menos energia limitam o consumo por enchimento do rimen e diminuem a taxa de
passagem, enquanto o consumo de dietas ricas em energia e de alta digestibilidade regulam
a ingestao por atendimento das exigéncias energéticas do animal e por fatores metabolicos.

O consumo e digestibilidade dos nutrientes e a utilizacdo destes nos diferentes
compartimentos do trato digestivo € a estimativa que mais se aproxima do valor nutritivo
verdadeiro dos alimentos. Segundo Mertens (1993), o consumo de alimentos ¢ fun¢do do
animal (peso vivo, nivel de produ¢do, tamanho), do alimento (FDN efetivo, volume,
capacidade de enchimento, densidade energética, necessidade de mastigagdo) e das
condig¢des de alimentagdo (disponibilidade de alimentos, espago no cocho, tempo de acesso
ao alimento, freqiiéncia de alimentacdao). Hoover (1986), em trabalho de revisdo, relatou
alta correlagdo entre o consumo de matéria seca e o teor de FDN da forragem e de dietas
com menos de 65% de concentrado ou mais de 32% de FDN, sendo o consumo definido
pelo efeito de enchimento. Entretanto, Waldo (1986) ponderou que o ponto de transi¢ao
entre os mecanismos reguladores de consumo nao ¢ fixo para uma diversidade de situagoes.

O coeficiente de digestibilidade de uma dieta ¢ importante por indicar que nutrientes
realmente estdo disponiveis para o animal. A digestibilidade ¢ afetada pela composicao dos
alimentos e da ragdo, preparo dos alimentos, fatores dependentes do animal, nivel
nutricional (MCDONALD et al., 1993) e fatores ambientais, limitando o consumo
voluntario para diminui¢ao de producao de calor enddgeno.

Em relacdo aos efeitos da administra¢do de fontes energéticas, mais especificamente
a polpa citrica e o grao de soja, sobre a digestibilidade aparente em ruminantes, os
resultados sdo bem variados. Experimentos de digestibilidade com polpa citrica
apresentaram valores de 78 a 92% para a digestibilidade da matéria seca (MS), 83 a 96%
para a digestibilidade da matéria organica (MO) e 40 a 65% para a digestibilidade da
proteina bruta (PB), sendo um alimento de alta digestibilidade, exceto para proteina bruta.
Considerando a alta digestibilidade da polpa citrica, sugere-se que essa pode substituir
fontes de concentrados energéticos tradicionais como o milho, a cevada e o sorgo e também
o volumoso quando se deseja melhoria no consumo e digestibilidade da fibra. Varios
autores relatam que o uso da polpa citrica na dieta favorece as condigdes ruminais quando
comparada com o uso de concentrados ricos em amido, cujo padrdo de fermentagao diminui

o pH ruminal tornando o animal propenso a distirbios metabdlicos e alteragdes na
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composi¢ao do leite (ASSIS et al., 2004b). Van Soest (1987) afirma que a pectina, apesar
de rapidamente fermentdvel no rimen, gera acetato como produto final, como ocorre com a
fermentacao da celulose. Assim, a substituicdo do milho por polpa pode promover efeitos
benéficos, principalmente em relagdo ao ambiente ruminal, em razdo da alteragdo da
fermentacao latica pela acética e do efeito tamponante da pectina, resultando em melhores
condigdes para digestdo da fibra da forragem em dietas ricas em concentrado.

Em contrapartida, a adicdo de lipideos, como o grao de soja, se torna uma
alternativa para a nutricdo de animais confinados, pois promove aumento da densidade
energética dessas dietas. Além disso, os lipideos s@o utilizados em ragdes por aumentarem a
capacidade de absor¢do de vitaminas lipossoluveis, fornecerem acidos graxos essenciais e
atuarem como precursores de diferentes metabodlitos. Segundo Jenkins et al. (2008), a
utilizacdo de acidos graxos pelas bactérias ruminais ¢ restrita. O excesso de acidos graxos
insaturados e triglicerideos pode causar alteragdo na fermentagdo ruminal, devido a
supressao das atividades de bactérias celuloliticas e metanogénicas, geralmente gram-
positivas. Além disso, o uso de elevadas quantidades de lipideos na dieta de ruminantes
pode prejudicar o consumo, podendo causar queda na digestibilidade e aproveitamento dos
nutrientes (JENKINS, 1993). A redugdo na ingestdo de matéria seca estd relacionada ao
controle quimiostatico do consumo e a queda na digestibilidade da fibra esta relacionada a
formacgao de uma barreira fisica nas particulas que dificulta o ataque microbiano e a acao
toxica do acido graxo insaturado sobre certas espécies de microrganismos (PALMQUIST,
1991). Quando administrados acidos graxos insaturados para ruminantes, OS
microrganismos os hidrolisam e promovem a saturagdo com hidrogénio, processo chamado
biohidrogenagdo. Estas reacdes sdo realizadas para a auto-protecdo dos microrganismos,
uma vez que os efeitos maléficos dos acidos graxos saturados ¢ menor que o dos
insaturados. Allen (2000) sugere que fatores metabdlicos estejam relacionados a redu¢ao no
consumo, visto que a digestibilidade ruminal da fragdo fibrosa é pouco afetada pelo uso de

lipidios insaturados em dietas com até 50% de forragem (BATEMAN; JENKINS, 1998).
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2.5.2 pH ruminal

O pH ruminal est4 diretamente relacionado com os produtos finais da fermentacao
(CHURCH, 1979). A acidificagdo do ambiente ruminal, demonstrada pelo abaixamento do
pH, ocorre, principalmente, apds a ingestdo de alimentos e a rapida taxa de fermentacdo. A
reducdo do pH ruminal ocorre, principalmente, em virtude de elevadas taxas de degradagao,
atingindo seu menor valor entre 0,5 e 4 horas apos a alimentagao (WJRSKOV, 1986).

O pH ruminal ¢ um importante parametro a ser avaliado, pois reflete diretamente as
caracteristicas da dieta, além disso, qualquer alteragdo deste reflete na taxa de crescimento
das bactérias e dos protozodrios, podendo, dessa forma, ocorrer variagdes nos
microrganismos predominantes no rumen (LAVEZZO, 1998), o que indica um forte
impacto nas comunidades microbianas e consequentemente nos produtos de fermentagao,
além de ter influéncia nas fungdes fisiologicas, como motilidade e absor¢do ruminal
(NAGARAIJA; TITGEMEYER, 2007). Por sua vez, o nivel de consumo alimentar, os
ingredientes da dieta, o tempo apds a alimentagdo e a salivagao t€m efeito direto sobre o pH
ruminal (QUEIROZ et al., 1998).

Uma generalizacdo comum € que o pH abaixo de 6,0 inibe a degradacdo da celulose.
Sob condi¢des normais, os microrganismos celuloliticos crescem bem em pH 6,7 e desvios
substanciais para elevar ou diminuir esse valor sdo inibitérios. Uma variagdo de pH em que
a atividade mantém-se proxima do normal seria de 0,5 unidades. Valores de pH inferiores a
6,2 inibem a taxa de digestdo e aumentam o tempo de colonizacdo para a degradacdo da
parede celular (VAN SOEST, 1994).

O ramen ¢ bem tamponado pela saliva, mas se a quantidade de fibra dietética for
restrita e a taxa de fermentagdo de carboidratos rapida, o pH pode declinar (STROBEL;
RUSSELL, 1986).

Durante a adaptagdo a dietas com altos teores de concentrado, o pH exerce uma
pressdo seletiva sobre os microrganismos sensiveis a ele. Quando o pH cai, bactérias
amiloliticas e resistentes a acidez aumentam, enquanto microrganismos celuloliticos
diminuem; assim, a atividade relativa da amilase, em relacdo a celulase, aumenta

(KAUFMANN et al., 1980). O baixo pH pode retardar a adesdo dos microrganismos a
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celulose, em decorréncia da deficiéncia de compostos que aumentam a adesdo, semelhantes
ao bicarbonato, ou ao aumento dos que inibem a adesdao, como o amido soltivel (OWENS;

GOETSCH, 1993).

2.5.3 Taxa de Passagem

Junto com o pH, a taxa de passagem ¢ um dos principais fatores que determina as
alteragdes na fermentagdo ruminal. Esta, por sua vez, ¢ influenciada pelo nivel de consumo,
tamanho das particulas, qualidade nutricional dos ingredientes e relacdo
volumoso:concentrado da dieta (HOOVER; STOKES, 1991). Sendo assim, taxas de
passagem rapidas do liquido ruminal geralmente estao associadas com altas concentragdes
de propionato. A duracdo e intensidade da ruminagdo sdo grandemente determinadas pelo
nivel e forma da fibra ingerida. Quando ruminantes aumentam a producdo de saliva,
aumentam ambos, tamponamento e diluicdo do contetido ruminal. A diluicdo faz com que a
concentracdo de acidos ruminais seja menor em dietas a base de forragens em relagdo ao

concentrado (OWENS; GOETSCH, 1993).

2.5.4 Tampdes

Os tampdes tem a capacidade de neutralizar o excesso de acidos produzidos no
ramen, em situagdes onde os sistemas tamponantes, principalmente o fluxo salivar, sdao
insuficientes (HUTJENS, 1991), mantendo o pH ruminal dentro dos limites para que os
processos fermentativos permanegam ativos (5,5 — 7,2) (TEIXEIRA, 1998).

Segundo Russell e Chow (1993), a agdo dos tampdes no rimen seria explicada pelo
aumento na ingestao de agua, aumento na taxa de passagem de liquidos e no escape ruminal
dos carboidratos soluveis, diminuindo a produ¢do ruminal de propionato e,

consequentemente, aumentando a produ¢do de gordura do leite.
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2.6 METANOGENESE EM RUMINANTES

Nos estudos realizados por Miller (1995); Johnson e Johnson (1995) e McAllister et
al. (1996) relatou-se que a emissao de metano proveniente da fermentacdo ruminal depende
principalmente do tipo de animal, nivel de consumo de alimentos, tipo de carboidratos
presentes na dieta, processamento da forragem, adicao de lipideos no rimen, suprimento de
minerais, manipulagdo da microbiota ruminal e da digestibilidade dos alimentos. Por essas
razoes, as indicagdes para a redugdo das emissdes de metano pela pecudria estdo ligadas a
medidas que refletem na melhor eficiéncia produtiva.

A eructacdo de metano por bovinos comeca aproximadamente quatro semanas apos
o nascimento, quando alimentos s6lidos sdo retidos no sistema reticulo-rimen
(ANDERSON et al., 1987). O ato da eructacdo previne condigdes fatais como o
timpanismo, patologia em que o animal ndo consegue expulsar os gases que se acumulam
em seu ramen, em virtude da fermentagdo dos substratos (VAN KRUININGEN, 1995).
Dentre estes gases, o metano ¢ o produzido em maior quantidade, por microorganismos
denominados Archaea, principalmente Methanobrevibacter ruminantium (GRANT et al.,
1985), por um processo conhecido como metanogénese. A metanogénese ocorre,
principalmente, devido a condi¢do anaerobia do meio (BALDERSTON; PAYNE, 1976), ao
principal aceptor de Ha, o didxido de carbono, estar presente em quantidade suficiente neste
meio (BRYANT, 1979) e devido a capacidade enzimatica da microbiota, envolvida desde a
fermentacdo dos carboidratos complexos (e.g., celulose) até a producdo de acetato, H, e
dioxido de carbono, substratos para a metanogénese (BRYANT, 1979). Além do mais, a
remog¢ao de H, do meio ¢ fator primordial para o crescimento bacteriano e degradabilidade
da matéria organica (BRYANT, 1979).

Desta forma, a produ¢do de metano nada mais ¢ do que uma forma de remocgao dos
ions hidrogénio do rumen, ambiente que, além de ser altamente reduzido, ¢ também
anaerobio. Geralmente, a medida que a digestibilidade da dieta aumenta, a variabilidade na
perda de metano aumenta e esta depende basicamente de dois mecanismos: quantidade de
carboidratos fermentados no rimen e suprimento de H, disponiveis para producao de

metano (JOHNSON; JOHNSON, 1995).
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A redugdo de CO, a CH,, realizada pelas Archaeas metanogénicas no ramen,
desempenha importante fun¢do, agindo na remoc¢do continua de H, como ja& mencionado,
resultante da fermentacdo da matéria organica. Dessa forma, a redugdo ou eliminagdo da
metanogénese pode exigir o estabelecimento de outra rota para evitar o acaimulo de H; e o
adequado funcionamento do rumen (WEIMER, 1998), caso contrario determinados
sistemas enzimaticos podem ser inibidos, comprometendo o desenvolvimento dos
microrganismos ruminais. Normalmente, compostos que causam redug@o na producao de
metano resultam em redugdo da producdo de acetato e amdnia e aumento na producdo de

propionato e, algumas vezes, butirato (GARCIA-LOPEZ et al., 1996).

2.7 ESTRATEGIAS NUTRICIONAIS PARA DIMINUICAO DE PERDA
ENERGETICA POR PRODUCAO DE METANO

A qualidade de alimento fornecido constitui-se em importante fator que afeta a taxa
de emissdao de metano (AAFC, 2003; JOHNSON; JOHNSON, 1995). Em geral, dietas que
proporcionam alta taxa de digestdo reduzem a emissdo de CHy, ja que o alimento ndo
permanece por tempo prolongado no ramen (AAFC, 2003). A quantidade de forragem na
dieta, método de preservacdo, estagio de crescimento da planta forrageira, tamanho de
particula e grau de moagem, a quantidade de graos na dieta, a adi¢do de lipideos e aditivos,
como os iono6foros, sdo importantes componentes que afetam e estdo envolvidos na
producao de CH4 no ramen (JOHNSON; JOHNSON, 1995).

Os ruminantes sao dependentes de produtos da fermentagdo como os acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) e, de forma a minimizarem-se as perdas energéticas da dieta por
metanogénese, diversas estratégias foram estudadas. Russell (2002) arrolou dentre as
principais caracteristicas de uma fermentagao ideal a baixa producao de metano, visando-se
otima eficiéncia alimentar, ou seja, alta producdo (ganho de peso, leite, gestacdo) e
consumo baixo de matéria seca. De fato, Johnson et al. (1993) reportaram associacao
negativa entre emissdo de metano e energia digestivel, quando expressadas em

porcentagem da energia bruta ingerida. Anos mais tarde, Nkrumah et al. (2006) relataram
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que novilhos com baixa conversao alimentar (baixa relacdo entre consumo de matéria seca
e ganho de peso), e portanto mais eficientes, produziram menos metano do que novilhos
menos eficientes. Isto posto, torna-se claro o objetivo de varios pesquisadores de possuir
maior entendimento e controle sobre o metabolismo ruminal (SCHELLING, 1984), assim
como estudarem-se estratégias para diminui¢ao da produgdo de metano.

O metabolismo no ramen pode ser alterado de maneira direta ou indireta para
melhorar a digestibilidade do alimento fornecido. A manipulagdo indireta estd relacionada
com as caracteristicas do alimento. Sendo assim, o uso de suplementos, como minerais,
fontes de energia ou nitrogénio, aumentam a atividade metabolica dos microrganismos
(MCSWEENEY et al., 1999). Adicionalmente, o tipo de carboidrato suplementado influi
no pH do rimen e na populacdo microbiana, incidindo na produg¢do dos AGCC,
principalmente na relagdo acetato:propionato e, por sua vez, na producdo de H
(HEGARTY et al., 2007). Além disso, a fermentagdo do carboidrato solivel e do amido
produz menos CH4 do que a fermentacdo da parede celular, devido a baixa tolerancia das
bactérias metanogénicas ao decréscimo do pH (BLAXTER; CLAPPERTON, 1965).

A manipulagdo direta do rimen relaciona-se com o uso de aditivos biologicos ou
quimicos, que modificam a fermentacdo ao terem efeito sobre a microbiota ruminal
(DOMINGUEZ; ESCOBAR, 1997). A adicao de solugdes tampao, de iondforos ou de
leveduras, entre outros, t€ém sido usados para favorecer a digestibilidade de alimentos
fibrosos (VARGA; KOLVER, 1997).

Sendo assim, a manipulacdo da fermentagdo ruminal pode ser realizada tanto pela
variacao do substrato oferecido, isto €, revestimento, processamento ou tratamento quimico
de proteinas, lipidios ou carboidratos (CHALUPA, 1975; FERGUSON, 1975; SCOTT;
ASHES, 1993; HUNTINGTON, 1997), como também por agdo de aditivos sobre a
microbiota ruminal e suas atividades. Estes agentes quimicos modulam determinadas vias
metabolicas dos microrganismos ruminais, agindo como modificadores de fermentagdo
(CHALUPA, 1977).

Um dos modificadores de fermentacdo ruminal mais utilizados atualmente por
nutricionistas do mundo inteiro ¢ a monensina sddica. Aprovada em 1976 pelo 6rgao
americano Food and Drug Administration (FDA) para utilizagao em dietas para ruminantes,

a monensina ¢ uma substancia classificada como iondforo. Neste grupo também se



40

encontram outros aditivos como a salinomicina e lasalocida. O mecanismo basico de a¢do
do ionoforo ¢ a modificagdo do fluxo de ions através de membranas bioldgicas. Dentre
outras agdes, a monensina ¢ capaz de inibir o crescimento das bactérias produtoras de H;
(Selenomonas ruminantium), substrato basico para a produgdo de metano (VAN NEVEL,;
DEMEYER, 1977). Reflexos da acdo da monensina sdo aumento da producdo de
propionato (VAN MAANAN et al., 1978), redugdo da produgdo de metano in vivo e in
vitro (BARTLEY et al., 1979), aumento da digestibilidade da matéria seca e do amido,
assim como aumento da retencdo de nitrogénio (SCHELLING, 1984) e aumento do fluxo
de amino4cidos e digestio dos mesmos no duodeno (HAIMOUD et al., 1995).

Fontes energéticas vegetais, como o grao de soja e a polpa citrica, resultam em
mudancas do perfil fermentativo. A fermentacdo tanto da soja grao como da polpa citrica
difere entre as duas, ja que a fermentagdo do grao de soja, por ser alta em acidos graxos
insaturados, gera principalmente acido propidnico, enquanto a que a fermentagdo da polpa
citrica resulta em maior producdo de acido acético (VAN SOEST, 1994). Por outro lado, o
grao de soja tem sido empregado a fim de diminuir as perdas energéticas na forma de
metano e outros gases produzidos no processo de fermentacao ruminal. Além de diminuir a
producdo de metano, reduz a concentracdo de NHj3 ruminal e aumentam a eficiéncia da
sintese microbiana (LIN et al., 1995). Em contrapartida A inclusdo de uma fonte alta em
pectina, como a polpa citrica, altera o perfil fermentativo, aumentando a concentracao
ruminal de acido acético, a concentracgao total de adcidos graxos de cadeia curta bem como a
contagem total diferencial de protozoarios.

A polpa citrica ¢ rica em carboidratos soliveis, como a sacarose e fibra soluvel
como a pectina, ambas de alta digestibilidade (MIRON et al., 2001). A pectina é um
carboidrato que possui fermentacdo mais extensa no rumen que o amido (GILLARD,
1962); e mais rapida que os demais carboidratos estruturais (STROBEL; RUSSEL, 1986;
HATFIELD, 1987; BEN-GHEDALIA et al.,, 1989). Entretanto, o crescimento dos
microrganismos ruminais, a base de pectina, parece ser distinto do crescimento a base de
amido (MAROUNEK; DUSKOVA, 1999; HALL; HEREJK, 2001). A fermentagdo da
pectina ¢ peculiar, gerando grande quantidade de energia por unidade de tempo, como
ocorre com o amido e agucares, porém com fermentacdo acética, que caracteriza a

fermentacdo da celulose e a hemicelulose, reduzindo os riscos de acidose (SANTOS;
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MARTINEZ, 2006). Portanto, a substituicdo do amido de cereais por polpa citrica na dieta
além de aumentar a producdo de acido acético resulta em um aumento da relacdo entre
acetato e propionato no ambiente ruminal (VIJCHULATA et al., 1980; BEN-GHEDALIA
et al.,1989; ROCHA FILHO et al.,, 1999; LEIVA et al.,, 2000; ARIZA et al., 2001;
BRODERICK et al., 2002; SALVADOR et al., 2008a), isto, por ter uma fermentagdo
similar aos das forragens.

Entretanto, o fornecimento de lipideos insaturados, como a soja grao, esta associado
a redu¢do na producdo de metano no rumen por exercer agdo deletéria sobre as
metanogénicas e protozoarios e consumir H, pelo processo de biohidrogenagao
(MACHMULLER et al., 1998), sendo que a intensidade com que ocorre a inibi¢do da
producdo de metano ¢ determinada pelo grau de saturacdo da gordura utilizada e a

quantidade suplementada (FIEVEZ et al., 2003).

2.8 EMISSAO DE METANO: PERSPECTIVA AMBIENTAL E NUTRICIONAL

A quantificacdo da perda de energia da dieta via eructagdo em animais ruminantes
ndo ¢ relato recente na literatura. Os primeiros estudos datam da década de 50 (JOHNSON;
JOHNSON, 1995), sempre com o objetivo de investigar-se a ineficiéncia de determinadas
dietas e descobrir-se meios para diminui-la. A preocupacdo natural do nutricionista de
ruminantes € obter a melhor eficiéncia alimentar possivel, ou seja, a melhor relagdo entre
ganho de peso e consumo de matéria seca, resultando em alta produtividade. Nesta busca, a
diminui¢do de perda energética por eructacdo de gases, como o metano ¢ didxido de
carbono, ¢ importante a medida que o animal pode perder de 2 a 12% da energia bruta
contida na dieta apenas eructando esses gases (JOHNSON et al., 1993).

Contudo, com a descoberta de que o metano ¢ potente gas de efeito estufa com
altissima capacidade de absor¢do de radiacdo infravermelha (WUEBBLES; HAYHOE,
2002), outra frente de pesquisa foi sendo explorada, devido a contribui¢cdo potencial deste
gas nas mudancas climaticas e aquecimento global (JOHNSON; JOHNSON, 1995). Desta

forma, inventdrios t€ém sido publicados por Orgdos competentes em diversos paises,
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principalmente apds a assinatura do Protocolo de Kioto, no qual 59 paises se
comprometeram a diminuir e controlar a emissao de poluentes. Em face deste, a confeccao
das tabelas com dados de emissdo de metano e dioxido de carbono se tornou essencial para
monitoramento deste compromisso, assumido por diversos paises em 1997.

E sabido que hé trés principais fontes de todo metano emitido no globo terrestre:
naturais (pantanos, oceanos e populacdes de cupins), ligadas a geragcdo de energia e dejetos
(queima de gas, carvao, lagoas de dejetos e aterros sanitarios) e ligadas a atividade
agropecuaria (arrozais e rebanhos). Aproximadamente, dos 480 teragramas de metano
emitidos no globo terrestre por ano, 16% sao devidos a atividade pecuaria (IPCC, 1997).
Deste montante, 73% sao originarios dos rebanhos de animais ruminantes (JOHNSON;
JOHNSON, 1995), pois o processo digestivo dos carboidratos por estes animais gera,
fisiologicamente, o metano como subproduto (CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

Sendo assim, todo metano gerado pelos rebanhos bovinos, ovinos € caprinos no
mundo nao ¢ desprezivel e, face a preocupagdo quanto ao aquecimento global e eficiéncia
das dietas, torna-se cada vez mais relevante o monitoramento da emissdo deste gas por
ruminantes, assim como estratégias que minimizem a eructacao e consequente emissao do

mesmo para o meio ambiente.

2.9 METODOS PARA QUANTIFICACAO DE METANO

Uma vez que ¢ possivel a manipulacio da fermentacdo ruminal, cabe aos
nutricionistas desenvolverem métodos para avaliagdo da mesma. Como principal produto
da fermentacao nao utilizado pelo ruminante, o metano representa uma variavel importante
para avaliacdo da eficiéncia da fermentagdo ruminal. Sistemas confiaveis de predigdo de
producao de metano em uma série de diferentes situacdes (e.g., raca, estado fisioldgico, tipo
de dieta) podem ser utilizados para a formulagao de dietas que propiciem perda minima de
energia por metano (MILLS et al., 2001).

Sendo assim, a quantificagdo da produg¢do de metano ¢ importante ferramenta ao

nutricionista de ruminantes. Métodos para tal estdao sendo estudados desde a década de 50,
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sendo as camaras calorimétricas os primeiros sistemas descritos na literatura com esta
finalidade (JOHNSON; JOHNSON, 1995). A utilizacdo deste método foi de fundamental
importancia para coletarem-se os primeiros dados de emissdo de metano por ruminantes,
assim como para determinarem-se perdas por incremento calérico. Estas informag¢des foram
utilizadas para se estabelecerem equagdes que geraram as tabelas de exigéncias de energia
liquida para gestacdo, ganho de peso e lactacdo (NRC, 2001). A principal vantagem do
método calorimétrico € a acuracia; em contrapartida, ¢ dispendioso e requer treinamento do
animal para adequacdo as condigdes de restricdo de movimento (JOHNSON; JOHNSON,
1995). Outros métodos semelhantes as camaras calorimétricas foram estudados, como a
headbox ou método do capuz (YOUNG et al., 1975; KELLY et al., 1994), em que apenas a
cabeca do animal fica dentro de uma caixa completamente vedada. Coleta-se entdo todo ar
expirado e eructado pelo animal e a emissdo de metano ¢ quantificada. Mascaras, com
principio semelhante, também foram desenvolvidas (JOHNSON; JOHNSON, 1995). As
vantagens destes dois métodos em comparacdo a camara calorimétrica € principalmente o
custo, porém podem subestimar a produgao de metano (JOHNSON;JOHNSON, 1995).
Outro método que pode ser utilizado para quantificagdo da emissdo de metano em
ruminantes vale-se de tragadores ou indicadores. Estes podem ser radioisotopos do metano
(MURRAY et al., 1976) ou gases inertes, como o hexafluoreto de enxofre, cuja utilizagao
foi descrita pela primeira vez por Johnson et al. (1994). A grande vantagem da utilizagao
dos métodos tragadores ¢ que dispensam a contengao do animal, uma vez que sao utilizados
dispositivos denominados cangas (PRIMAVESI et al., 2004a) ao redor do pescoco do

animal, permitindo que o mesmo se alimente e se movimente normalmente.

2.10 METODO DO GAS TRACADOR SF,

A técnica do gas tragador hexafluoreto de enxofre, desenvolvida nos Estados
Unidos e adaptada para as condic¢des tropicais brasileiras por Primavesi et al. (2004a),
emprega camaras fechadas em tubos de PVC e realiza coletas diarias de amostras de

metano dos animais (WESTBERG et al., 1998).
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Em animais criados em regime de pastagem, Johnson e Johnson (1995)
desenvolveram a técnica empregando o hexafluoreto de enxofre (SFs) como gas tragador
interno. Essa técnica consiste no uso de pequena capsula de permeacdo com SF¢, com taxa
de liberag@o conhecida, que ¢ inserida no rimen do animal. A seguir, um cabresto equipado
com tubo capilar ¢ ajustado na cabeca do animal e conectado a uma canga amostradora
submetida previamente a pressao negativa que ¢ produzida por uma bomba de vacuo. A
valvula fixada na canga ¢ aberta, para iniciar a coleta do ar em torno do focinho e das
narinas do animal, a uma taxa constante de aspiragao.

O sistema amostrador ¢ calibrado para completar metade da capacidade de
armazenamento da canga amostradora, aproximadamente 51 kPa (0,5 atm.), no periodo de
coleta predeterminado (normalmente 24 h). A regulagem do tempo de amostragem ¢
realizada variando-se o comprimento ou o diametro do tubo capilar. Ap6s a amostragem, a
pressdo na canga ¢ medida precisamente, com medidor digital, e a canga ¢ pressurizada
com nitrogénio de alta pureza para uma pressdao aproximada de 122 kPa (1,2 atm.). Essa
pressurizacdo € necessaria para a diluicdo das amostras coletadas e sua injecdo no
equipamento de analise (WESTBERG et al., 1998).

As concentragdes de CH4 e de SF¢ sdo determinadas por cromatografia gasosa. A
taxa de emissdo de CHy é o produto da taxa de emissdo da capsula de permeacao,
localizada no ramen, pela razdo das concentracdes de CHs e de SF¢ na amostra. Essa
técnica elimina a necessidade de confinar os animais em gaiolas ou camaras barimétricas e
permite que eles se desloquem e pastem normalmente. Também nao é necessario realizar
amostragem no rumen ou na faringe do animal, porque o tragador acompanha as mudangas
na dilui¢do associadas ao movimento da cabega do animal ou do ar. Como os ruminantes
eructam e respiram a maior parte do CHa, a coleta de ar em torno do focinho e das narinas
deve resultar em estimativa precisa da producdo de CHy pelo animal. Grande parte do CHy
presente no intestino posterior ¢ absorvida pela corrente sanguinea e expirada, sendo,

portanto, também medida pela técnica do SFs (WESTBERG et al., 1998).
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CAPITULO I1I.

EFEITO DE TRES FONTES ENERGETICAS SOBRE A
FERMENTACAO RUMINAL E PRODUCAO DE METANO
DETERMINADA PELA TECNICA DO GAS TRACADOR SFsEM
BOVINOS.
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Efeito de trés fontes energéticas sobre a fermentacdo ruminal e producéo de metano

determinada pela técnica do gas tracador SFsem bovinos

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés fontes energéticas sobre a producao de
metano em bovinos utilizando-se a técnica do gés tragador hexafluoreto de enxofre (SFe) e
sobre os parametros da fermentag¢do ruminal. Seis vacas (730 + 70 kg) canuladas no rimen
foram utilizadas e distribuidas a trés dietas, que diferiram quanto a fonte energética,
seguindo-se delineamento experimental em quadrado latino 3x3 replicado (n= 18 unidades
experimentais): Controle (CON): Dieta de baixo extrato etéreo (3,50% de EE); Soja (SOJ):
Dieta de alto extrato etéreo (5,30% de EE) com inclusdao de 15% de soja grao e, Polpa
Citrica (POL): Dieta de baixo extrato etéreo (3,00% de EE) e alta participacao de pectina
com inclusdo de 15% de polpa citrica. Cada periodo experimental foi constituido de 21
dias, onde 15 dias foram utilizados para adaptagdo a dieta e os ultimos 6 dias para coleta de
dados da produgdo de metano (CH4) e do consumo de matéria seca (CMS). No dia 21
coletou-se liquido ruminal para determinacdo da concentragdo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), contagem total e diferencial de protozoarios e pH ruminal, avaliados antes,
3,6,9 e 12 h apos a alimentagdo matinal. As concentragdes de CHy, SFs ¢ AGCC foram
determinadas por cromatografia gasosa. O pH de cada amostra foi determinado com
potencidmetro digital portatil e as contagens diferenciais dos protozodrios foram avaliadas
através de microscopia direta. Nao houve diferencas significativas (P>0,05) entre os
tratamentos para o CMS expresso em quilograma por dia (kg/dia), porcentagem do peso
vivo (% PV) ou por unidade de peso metabdlico (g/kg de PV®"). A emissdo de CH, pelos
bovinos foi de 286,22 a 344,22 g/d; 103,71 a 125,64 kg/ano; 17,41 a 22,03 g/kg de matéria
seca ingerida; 5,17 a 6,58% de EB perdida na forma de metano e 3,77 a 4,53 Mcal/Ani/d.
Nao houve diferenga significativa para as emissdes de metano entre os tratamentos quando
avaliadas a 5% de probabilidade. As fontes energéticas testadas nao influenciaram (P>0,05)
as médias do pH ruminal, a concentragdo média do &acido propidnico, nem a relagdo
acético/propidnico. A concentracdo total de AGCC, a concentra¢do de acido acético, de

acido butirico, bem como a contagem total de protozoarios, foram maiores (P<0,05) para o
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tratamento com polpa citrica. Fonte alta em pectina, como a polpa citrica, ou em acidos
graxos insaturados, como a soja grdo, resulta em mudancas no ambiente ruminal pela
alteracdo do perfil fermentativo, porém, nao foi possivel demostrar alteragdes na producao

de metano.

Palavras-chave: Gases de efeito estufa. Grao soja. Lipidios. Polpa citrica. Ruminantes.
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Effect of three energy sources on rumen fermentation and methane production

determined by the SFg tracer technique in cattle

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of three energy sources on methane
production in cattle using the tracer sulfur hexafluoride technique (SFs) and rumen
fermentation parameters. Six cows (730 = 70 kg) ruminally cannulated were used and
allocated to three diets that differed in energy source, followed by the replicated 3x3 Latin
square design (n = 18 experimental units): Control (CON): Low ether extract diet (3.50%
EE); Soybean (SOJ): High ether extract diet (5.30% EE) with inclusion of 15% of soybean
grain; Citrus pulp (POL): Low ether extract (3.00% EE) and high pectin diet with inclusion
of 15% of citrus pulp. Each experimental period consisted of 21 days where 15 days were
used for diet adaptation and the last six days for methane (CH4) production and dry matter
intake (DMI) determination. At day 21, rumen fluid was collected for short chain fatty
acids concentration determination (SCFA), total and differential counts of protozoa and
ruminal pH measured before, 3, 6, 9 and 12 h after morning feeding. The concentrations of
CHy, SF¢ and SCFA were determined by gas chromatography. The pH of each sample was
determined with a digital portable pH meter and differential counts of protozoa were
evaluated by direct microscopy. There were no significant differences (P>0.05) among
treatments for DMI expressed as kilograms per day (kg/day), percentage of body weight (%
BW) or per unit of metabolic weight (g/kg PV® ). The emission of CH, by cattle was
286.22 to 344.22 g/d, 103.71 to 125.64 kg/year; 17.41 to 22.03 g/kg of dry matter ingested,
5.17 to 6.58% GE lost in the form of methane and 3.77 to 4.53 Mcal/Ani/d. There was no
significant difference in methane emissions between treatments when evaluated at 5%
probability. Energy sources tested did not influence (P>0.05) pH values, propionic acid
concentration or acetate:propionate ratio. Total concentration of SCFA, acetic acid and
butyric acid concentration, as well as, total count of protozoa were higher (P<0.05) in citrus
pulp treatment. Pectin high source, such as citrus pulp, or unsaturated fatty acids, such as
soy beans, resulted in changes in rumen environment by changes in fermentation pattern,

but it was not possible to demonstrate changes in methane production.



Keywords: Greenhouse gases. Soy bean. Lipids. Citrus Pulp. Ruminants.
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3 INTRODUCAO

O animal ruminante possui uma grande vantagem em relagdo ao monogastrico.
Afinal seu processo digestivo é capaz de liberar a energia contida no material celuldsico
dos volumosos por fermentagao dos carboidratos, por meio das enzimas da microbiota do
sistema reticulo-ramen. Porém, a fermentacdo dos carboidratos resulta em ndo somente
acidos graxos de cadeias curtas (AGCC), acético, propidnico e butirico, mas também em
produtos menos desejaveis, como calor e os gases metano ¢ dioxido de carbono, que
representam perda de energia ao animal, estimada em 2 a 12% da energia bruta do alimento
(JOHNSON; JOHNSON, 1995). A medida que um ruminante adulto pode produzir até 17
litros de metano por hora (RUSSELL, 2002) e que este gas nao pode ser metabolizado pelo
animal nem pela microbiota ruminal, a maior parte ¢ removida do rimen por expiragdo ou
eructacao (MOSS, 1993), sendo entdo liberada no meio ambiente.

Nas ultimas décadas, discutiu-se muito a respeito da producdo de metano por
ruminantes, pois este gas estad ligado diretamente ao fendmeno de efeito estufa do globo
terrestre (COTTON; PIELKE, 1995). O gas metano possui poder de absor¢ao de radiacao
infravermelha cerca de 23 vezes maior que o dioxido de carbono (WUEBBLES;
HAYHOE, 2002) e, apresentando 10 anos de vida na atmosfera, contribui com
aproximadamente 18% de todo o potencial de aquecimento que ocorre atualmente no globo
(CLARK et al., 2001). Sendo assim, ¢ natural que as atengdes de comités, como a Agéncia
Americana de Protecdo Ambiental (USEPA) e a World Meteorological Organization, esta
ligada a Organizacdo das Nagdes Unidas, voltem-se a questdo da emissdo de gés metano e
busquem medidas que possam ser adotadas para preven¢do do superaquecimento do globo
terrestre.

A emissdo de metano por ruminantes representa perda de parte da energia ingerida,
resultando em reducdo na produtividade animal. Quando houver redugdo nas perdas de
energia ingerida na forma de metano, a energia correspondente poderd ser utilizada em
ganho de peso ou em producdo de leite, trazendo vantagens econdmicas ao produtor, em
razdo do melhor aproveitamento do alimento e, a0 mesmo tempo, reduzira as emissoes de

metano para a atmosfera e o agravamento do aquecimento global. Estudos com ruminantes
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demonstram que a emissdo de metano depende da quantidade do alimento ingerido e da
qualidade da dieta (TAMMINGA, 1992; HOLTER; YOUNG, 1992). Geralmente,
alimentos de elevada digestibilidade produzem menor emissao de metano por unidade de
produto do que dietas de baixa qualidade, mais fibrosas e com baixos teores de proteina
bruta. Assim, como a emissao de metano varia de acordo com a quantidade e qualidade do
alimento digerido (USEPA, 1990 a,b), as varias modalidades de sistemas de criagdo de
animais resultam em diferentes niveis de emissdo de metano. Dessa forma, as indicagdes
para a reducao das emissdes de metano para a pecudria estao ligadas ao manejo alimentar e
as estratégias nutricionais (TAMMINGA, 1992; HOLTER; YOUNG,1992).

Compreende-se que, ao apontar métodos adequados de manejo alimentar para
reducdo do volume de gas liberado pelos animais, possa representar ganho de produtividade
para quem produz carne ou leite. Além disso, o conhecimento dos processos nutricionais
pelos ruminantes e da composicao dos gases emitidos a atmosfera ¢ fundamental para se
buscar sistemas produtivos mais eficientes, em que se perca menos da energia ingerida.

Para possibilitar o desenvolvimento de estratégias que reduzam a emissdo de
metano pelo rebanho bovino, ¢ necessario quantificar a emissdo das varias categorias
animais sob as mais diferentes condi¢cdes de manejo alimentar. Existem muitas técnicas
para quantificar a emissdo individual ou em grupo referentes ao metano ruminal. A técnica
de mensuragdo em camaras fechadas (por exemplo, de calorimetria respiratoria) ¢ precisa
(WESTBERG et al.,, 1998), porém requer animais treinados, reduz o movimento dos
animais, exige muito trabalho e dispéndios altos, o que limita o nimero de animais
avaliados e, também, ndo representa as condi¢cdes normais de pastagens. Os modelos de
previsao de emissao com base no balango de fermentacdo de componentes dos alimentos
tém sido utilizados para estimar a producdo de metano. Essas equagdes sao uteis, porém, as
suposicoes e as condicdes que necessitam ser atingidas para cada equacdo limitam sua
capacidade de predi¢ao de emissdo de metano, em especial sob condigdes de produgao
comercial.

Existe uma técnica para a medigdo da emissdo de metano por ruminantes em
condi¢des de producao, utilizando um gas tragador inerte, o hexafluoreto de enxofre (SFy),
sem as limitagdes encontradas em outras técnicas, o que possibilita realizar as aferigdes

com animais em situagdo normal de pastejo. Essa técnica consiste na colocagao de um tubo
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de permeagdo, que libera o SF¢ a uma taxa previamente conhecida no rimen do animal, e as
amostras de CHy e SF¢ sdo coletadas nas proximidades da sua boca e narina. Assume-se
nesse método que o padrao de emissdo de SF¢ simula o padrao de emissao de CHs. O fluxo
de CHy liberado pelo animal ¢ calculado em relagdo ao fluxo de SFs (WESTBERG et al.,
1998). Além disso, essa técnica elimina a necessidade de confinar os animais em gaiolas ou
camaras barimétricas e permite que eles se desloquem e pastem normalmente. Também nao
¢ necessario realizar amostragem no rimen ou na faringe do animal, porque o tragador
acompanha as mudangas na diluigdo associadas ao movimento da cabeca do animal ou do
ar. Como os ruminantes eructam e respiram a maior parte do metano, a coleta de ar em
torno do focinho e das narinas deve resultar em estimativa precisa da produ¢do de metano
pelo animal. Grande parte do metano presente no intestino posterior ¢ absorvida pela
corrente sanguinea e expirada, sendo, portanto, também medida pela técnica do SFg
(WESTBERG et al., 1998).

Contudo, seria mais natural que a producdo de metano fosse relacionada com os
parametros da fermentagdo ruminal, uma vez que estes processos ocorrem
concomitantemente no ramen. Assim, entende-se que este tipo de dado possa trazer
informagdes mais acuradas sobre o processo da fermentacdo ruminal.

Como hipoteses cientificas deste trabalho foi proposto que a taxa de produgdo de
metano seria maior em bovinos alimentados com dietas com alta participacdo de pectina
(polpa citrica) do que com dietas com alta participagao de lipidios (alto teor de extrato
etéreo), principalmente quando estes eram acidos graxos insaturados presentes nos graos de
soja.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de trés fontes energéticas sobre
a producao de metano determinada pela técnica do gas tracador hexafluoreto de enxofre
(SFg) em bovinos, assim como, sobre os parametros da fermentacdo ruminal obtendo,

assim, uma compreensao mais abrangente do processo fermentativo no ramen.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O experimento foi realizado no Departamento de Nutricdo ¢ Produ¢do Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, campus de
Pirassununga, nas instalagdes do Estabulo Experimental e do Laboratdrio de Bromatologia.

Para avaliacao da produ¢do de metano, dos parametros fermentativos, bem como do
consumo de MS, foram utilizadas seis vacas ndo gestantes e ndo lactantes, com peso vivo
médio de 730 + 70 kg e portadoras de canula ruminal com 10 cm de didmetro e 7,5 cm de
espessura. Os animais foram mantidos em instalagdo coberta, provida de baias individuais
com cochos de cimento € bebedouros automaticos comuns a cada dois animais, € também

de camas de areia, a fim de proporcionar maior conforto € bem-estar aos mesmos.

4.2 TRATAMENTOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Seis vacas foram distribuidas a uma das trés dietas experimentais, isoenergéticas
(1,55 Mcal de EL/kg de MS) e isoproteicas (12,0% de PB), formuladas com o programa
Spartan Dairy Ration Evaluator/Balancer, versdo 3.0.3., diferindo de acordo com a fonte
energética utilizada, sendo: 1) Controle (CON): Dieta de baixo extrato etéreo (3,50% de
EE); 2) Soja (SOJ): Dieta de alto extrato etéreo (5,30% de EE) com inclusdo de 15% de
soja grao e, 3) Polpa Citrica (POL): Dieta de baixo extrato etéreo (3,00% de EE) e alta
participacdo de pectina com inclusdo de 15% de polpa citrica.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 3x3 replicado, havendo
entdo, dois quadrados latinos contemporaneos, sendo que a unidade experimental foi o

animal dentro de cada periodo. Logo, o experimento contou com 18 unidades experimentais
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referentes a 3 animais, 3 periodos e 2 quadrados (tabela 1). A tabela da analise de variancia

encontra-se abaixo (Tabela 2).

Tabela 1 - Esquema do delineamento experimental em dois quadrados latinos 3 x 3 contemporaneos

Quadrado 1 Quadrado 2
Animal 615 698 020 656 684 631
Periodo I Controle  Soja Grao Polpa Controle Polpa Soja Grao
Periodo II Soja Grao Polpa Controle Polpa Soja Grao  Controle
Periodo III Polpa Controle Soja Grao Soja Grao  Controle Polpa

Tabela 2 - Esquema da andlise de varidncia para delineamento em quadrado latino replicado
Causas de varia¢ao Graus de Liberdade
Tratamentos
Periodo
Animal dentro de quadrado
Quadrado
Residuo A

Total de unidades experimentais 17

o = A~ NN

4.3 MANEJO NUTRICIONAL

Os alimentos foram oferecidos duas vezes ao dia, as 08:00 ¢ 16:00 h, na forma de
racdo completa. Cada um dos periodos contou com 21 dias, nos quais 15 dias foram para
adaptacdo as respectivas dietas e os ultimos 6 dias foram destinados para coleta de dados
dos parametros fermentativos e de consumo de matéria seca.

Em todas as dietas, a fonte de volumoso utilizada foi a silagem de milho e o
concentrado consistiu de milho grao moido, farelo de soja, sal comum, fosfato bicélcico,
calcario e suplemento mineral. As propor¢des dos diversos ingredientes das dietas

experimentais € a composi¢do bromatologica das mesmas estdo descritas na tabela 3.



Tabela 3 - Propor¢des de ingredientes e composi¢do bromatologica estimada das dietas
experimentais, expressas em porcentagem da matéria seca (% MS)

Dietas
Ingredientes (% MS) Controle Soja Polpa
Silagem de milho 50,00 54,40 48,00
Milho grao moido 34,70 27,50 20,70
Farelo de soja 12,20 - 13,50
Soja grao - 15,00 -
Polpa citrica - - 15,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 0,10 0,10 0,10
Calcério 0,50 0,50 0,50
Suplemento mineral 2,00 2,00 2,00
Composicao bromatolégicas
Matéria seca” (%) 53,10 51,00 54,00
PB? (% MS) 11,60 11,30 12,10
PDR’ (% PB) 65,10 67,10 68,40
PNDR® (% PB) 34,90 32,90 31,60
FDN? (% MS) 27,10 31,00 27,90
FDNe¢’ (% MS) 22,60 25,00 22,20
FDA? (% MS) 14,40 1930 16,60
CNE?® (% MS) 46,10 37,50 36,70
AMIDO? (% MS) 39,30 3440 29,30
MM? (% MS) 7,60 7,10 8,10
Ca® (% MS) 0,85 0,72 1,01
P? (% MS) 0,51 0,59 0,62
EE* (%MS) 3,50 5,30 3,00
NDT? (% MS) 67,30 67,00 67,00
EL;® (Mcal/dia) 1,55 1,55 1,55

1: Suplemento mineral e vitaminico, quantidade por kg de produto: 200 g de calcio, 60 g de
fosforo, 20 g de enxofre, 20 g de magnésio, 70 g de sodio, 15 mg de cobalto, 700 mg de cobre, 700
mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mg de manganés, 19 mg de selénio, 2.500 mg de zinco, 200.000
UI de vitamina A, 50.000 UI de vitamina D3, 1.500 Ul de vitamina E; 2: Estimado segundo
andlises bromatoldgicas, determinadas no Laboratério de Nutricdio Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutri¢do e Produgdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S3o Paulo, Campus de Pirassununga; 3: Estimado segundo o programa
Spartan Dairy Ration Evaluator/Balancer, versao 3.0.3.

55
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4.4 PERIODO EXPERIMENTAL

Cada periodo experimental foi constituido de 21 dias, sendo que 15 dias foram
considerados para adaptacao as respectivas dietas e os ultimos 6 dias foram destinados para
coleta de dados dos parametros fermentativos ¢ de consumo de matéria seca. Posto isto,
entre os dias 10 e 21 foram colocadas as cangas para a mensurac¢ao da produgdo de metano
pela técnica do gés tragador SFs, no qual os primeiros cinco dias foram destinados para
adaptacdo as cangas e os seis ultimos dias para coleta de metano a cada 24 horas.

Por outro lado, o dia 21 foi destinado a coleta de liquido ruminal para determinagao
dos parametros da fermentacdo (pH, contagem total e diferencial de protozoarios e
concentragdo de AGCC que incluiram os &cidos acético, propionico e butirico). A coleta de
liquido ruminal foi realizada antes e 3, 6, 9, e 12 h ap6s a alimentagdo matinal.

Em todos os periodos do presente experimento, os animais foram pesados no
primeiro e ultimo dia. Diariamente foram feitas pesagens das quantidades dos volumosos e
concentrados fornecidos e das sobras de cada racdo experimental para estimar o consumo
por animal. Na figura 1 estdo representados os dias em que foram mensuradas cada uma das

variaveis avaliadas dentro de cada periodo experimental.

Figura 1- Esquema dos dias de coleta para cada variavel avaliada dentro de cada periodo experimental
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4.5 PARAMETROS DE AVALIACAO

4.5.1 Consumo de matéria seca

O Consumo de matéria seca (CMS) foi avaliado diariamente nos ultimos 5 dias de
cada periodo experimental. O CMS foi calculado pela diferenca entre a quantidade de
alimento fornecida em um dia e a sobra de alimento, coletada e pesada na manha seguinte

ao oferecimento, multiplicada pela porcentagem de matéria seca (MS) do alimento.

4.5.2 Analises bromatologicas

As amostras dos alimentos utilizados nas dietas foram analisadas para determinacao
dos teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), calcio (Ca), fosforo (P) e energia bruta (EB), segundo AOAC (1985), e fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG) conforme Van
Soest (1994).

As andlises bromatoldgicas foram feitas no Laboratério de Nutrigdo Animal e
Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Produ¢do Animal da Faculdade de Medicina

Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Pirassununga.

4.5.3 Tecnica do gas tracador SFg para a mensuracao de metano

A técnica empregada para a mensuracdo de metano foi aquela denominada técnica
do tracador interno SFs descrita por Johnson e Johnson (1995) e adaptada no Brasil por

Primavesi et al. (2004a).
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Prévio ao inicio do experimento, foi realizada a carga e calibracdo das capsulas de
permeacdo de hexafluoreto de enxofre (SF¢) a serem utilizadas. Para tal, foi eliminado o
nitrogénio residual das capsulas e posteriormente foram carregadas com o gias SFs
esvaziando duas seringas de plastico descartaveis de 60 mL, equipadas com agulha (16G)
previamente preenchidas com SF¢ no estado gasoso, retirado diretamente do cilindro de
gas, equipado com valvula de entrada marcando 1.777 kPa (250 psi ou 17 atm.) e valvula
de saida marcando 35 kPa (5 psi ou 0,35 atm.), num espago de tempo total aproximado de
20 a 25 segundos. Ap0s isso, a capsula foi pesada a fim de verificar o atingimento da carga
desejada, de preferéncia acima de 500 mg de SF¢. Posteriormente, as capsulas foram
colocadas em béquer imerso em banho-maria e permaneceram a temperatura de 39°C,
durante 4 a 6 semanas. Semanalmente as capsulas foram pesadas para se determinar a taxa
de emissdo de SFq a fim de verificar se as cépsulas estavam prontas para serem
introduzidas no ramen dos animais.

A seguir, na figura 2, observa-se uma céapsula de permeagdo de hexafluoreto de

enxofre identificada e previamente preenchida com SFg e calibrada para sua utilizagao.

Figura 2 - Capsula de permeagdo de hexafluoreto de enxofre (SF6) identificada e previamente
preenchida com SF6 e calibrada: a) capsula montada e deitada; b) capsula de permeagdo
em pé
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As cépsulas de permeacdo de hexafluoreto de enxofre, previamente identificadas,
foram colocadas no ramen dos animais cinco dias antes do inicio da primeira coleta de
gases mediante as cangas, permanecendo dentro deste até o ultimo periodo experimental.

Para a mensuragdo de metano utilizou-se uma canga coletora-armazenadora
confeccionada em tubo de PVC de 60 mm de classe 20 (Figura 3a), tendo pressdo interna
proxima de zero atmosfera. Para esta técnica empregou-se uma bomba de alto vacuo com
dois estagios; um manometro digital (Figura 3b) com escala de 0 a 203 kPa (2 atm. ou 29,4
psi ou 1.520 mm Hg; na escala 0 a 2 atm), o qual permitiu medir a pressao inicial, a pressao
ao final do periodo de coleta e a pressao final ap6s diluigdo com N.

Antes de dar inicio as coletas, as cangas foram testadas submetendo-as ao vacuo
(Figura 3c) até chegar a pressdao de aproximadamente -13,14 psi no manometro digital,
mantendo-as assim durante 24 horas. Apos esse tempo, foi feita a leitura esperando
encontrar a mesma pressao inicial, garantindo desta forma, sua perfeita vedagdo. As cangas
foram numeradas na regido do cotovelo oposta a valvula e também ao lado desta, em suas
duas extremidades, para facilitar a identificacdo durante as coletas. Anteriormente a sua
utilizagdo, as cangas foram calibradas para que atingissem meia atmosfera de pressao no
final do periodo de coleta, mediante tubo capilar de aco inoxidavel com 0,127 mm de
diametro interno preso a um cabresto. A calibracdo foi determinada pelo comprimento e
constricdo do tubo capilar e realizada durante um periodo de 24 horas. As cangas foram
esvaziadas com bomba de véacuo e submetidas a uma pressdo inicial de -13,14 psi.
Posteriormente, foram conectadas ao tubo capilar (Figura 3d) por meio de engate rapido.
Apo6s a amostragem, foi feita a leitura esperando-se atingir meia atmosfera (-6,0 a -7,0 psi
aproximadamente) como pressao final.

Apos a adaptagdo dos animais as cangas (Figura 3e), compreendida entre os dias 11
e 15 de cada periodo experimental, a mensuragdo da producdo de metano pela técnica do
gas tracador SF; foi realizada ao longo de seis dias a partir do 16° dia de oferecimento das

dietas em intervalos de 24 horas, apds a alimentagdo matutina.
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Figura 3 - Técnica do géas tragador SF6 para a mensuracdo de metano: a) canga coletora-
armazenadora em tubo de PVC de 60 mm de classe 20, com valvula de coleta e engate
rapido montado na canga; b) mandmetro digital portatil; ¢) Canga submetida a vacuo
com bomba

As concentracoes de metano (CH,) e hexafluoreto de enxofre (SFs) foram
determinadas por cromatografia gasosa nos laboratorios da EMBRAPA Meio Ambiente,
localizada em Jaguaritina/SP, em cromatdgrafo a gas HP6890, equipado com detector de
ionizacao de chama (FID) a 280 °C, coluna megabore (0,53 um, 30 m) Plot HP-Al/M (para
CHy), detector de captura de elétrons (ECD) a 300°C e coluna megabore (0,53 mm x 30 m
x 25,0 mm) HP-MolSiv (para SF¢), com dois loops de 0,5 cm’ acoplados a duas valvulas de
seis vias. O forno do cromatdgrafo a gas foi mantido a 50°C durante as analises e aquecido
a 150°C por aproximadamente 15 minutos para a limpeza da coluna. Posteriormente este
retornava a temperatura inicial, garantindo, assim, que o aparelho estivesse pronto para o

préoximo periodo de andlises. Logo apds o periodo de coleta e antes da determinagdo da
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concentracao de CHy e de SFg, a pressurizacdo das cangas até atingir pressao aproximada
de 1,2 atm foi realizada com nitrogénio especial 5.0, com as leituras de pressao feitas com
manometro digital (+£0,01). As leituras da pressdo inicial e final, ap6s diluicdo, foram
tabuladas de forma a se calcular o fator de diluicdo. As curvas de calibragdo foram
estabelecidas utilizando-se padrdes de gases certificados pelo laboratorio de
desenvolvimento “White Martins", com concentragdo em ppm (4,85 e 20 ppm) para CHy e
em ppt (34+9, 91+9 e 978+98 ppt) para SFe, conforme Westberg et al. (1998).

A quantificagdo de metano liberado pelo animal na amostra foi calculado em fungao
das concentragdes de SFg, associando os resultados a taxa conhecida de liberagdo do
tracador no ramen (WESTBERG et al., 1998). Sendo assim, as concentragdes de CHy e de
SFe, bem como as informagdes pertinentes a amostragem, foram tabuladas em planilha
eletronica.

A partir dos dados primarios foi calculada a emissdo potencial de gramas de metano
por dia - CH4 (g/d); quilograma de metano por ano - CH4 (kg/ano) ndo considerando
variagcdes na oferta e na qualidade da forragem; gramas de metano por quilograma de
matéria seca ingerida - CHy (g/kgMSI); porcentagem de energia bruta perdida na forma de
metano - CHy (%EB) considerando a porcentagem de energia bruta da dieta; Megacalorias
de metano por animal por dia - CHs (Mcal/Ani/d) considerando 13,16 Mcal/g de CHy e
energia bruta ingerida por animal por dia — EBI(Mcal/Ani/d).

4.5.4 Metodologia de determinacdo da concentracdo de AGCC

No 21° dia de oferecimento das dietas, a coleta de liquido ruminal foi realizada
antes, 3, 6, 9 e 12 horas apds a alimentagdo matutina dos animais, com bomba de vacuo
motorizada.

Imediatamente apds a coleta, uma fracdo de aproximadamente 50 mL de liquido
ruminal foi centrifugada por 15 minutos a 5000 rpm. Com pipeta, aspirou-se 2 mL do

sobrenadante e foram colocados em tubos de ensaio arrolhado, previamente preparados,
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com 0,4 mL de &cido formico. Apds isso, os frascos foram levados para congelador (-20°C)
para armazenamento.

Para a quantificagdo dos AGCC, foram aspirados 2 mL de amostra, colocando
novamente em tubos de ensaio e centrifugando-os mais uma vez por 15 minutos a 5000
rpm. Posteriormente, foi aspirado 1 mL do sobrenadante de cada frasco com ajuda de uma
pipeta e colocado em um frasco proprio para AGCC de ImL. Apds os frascos estarem em
sala com temperatura controlada de 25°C, a determina¢do da concentragao dos AGCC, na
amostra acondicionada no frasco, foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa,
segundo Erwin et al. (1961).

Antes de comegar as leituras para determina¢do da concentragdo de AGCC no
cromatografo, o aparelho foi calibrado com um dia de antecedéncia, fazendo-se uma curva
de calibragdo. Da mesma forma, antes da analise, o cromatografo foi pré-estabilizado nas
seguintes condigdes: gas de arraste, nitrogénio, na vazao de 25 mL/min; oxigénio, como gas
comburente, na vazao de 175 mL/min; hidrogénio, como gas combustivel, na vazao de 15
ml/min; temperaturas de operagdo do injetor a 220°C, da coluna a 150°C inicialmente,
mantida por dois minutos e seguida de uma rampa aumentando 10°C por minuto até atingir
210°C, e do detector de ionizagdao de chama a 250°C. O cromatdgrafo estava equipado com
uma coluna de vidro de dois metros de comprimento e 1/8” de diametro interno,
empacotada com fase estacionaria 80/120 Carbopack® B-DA/4% Carbowax® 20M
(Supelco®). Para a determinagao dos AGCC, foi calibrado com inje¢des de 1 ul da solucao
padrao mista em uma curva ja estabelecida no software do microcomputador (BORWIN
versao 1.21.60).

Foi utilizada uma microseringa, retirando 10 pl do tubo de amostra e eliminando por
3 vezes; apo6s isso, retirou-se novamente, 4 pl da amostra até acertar o volume para 1 pl,
retornando até 3 ul, aspirando ar e injetando no cromatografo. A técnica de injecdao foi
rapida e sem danos a agulha. Para tal, foi utilizado amostrador automatico acoplado ao
cromatografo.

A concentracdo da amostra foi calculada comparando a area do pico formado pela
intensidade dessa corrente (drea da amostra), com a area do pico formado pela solucao

contendo o 4cido padrao (area do padrao).
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4.5.5 Metodologia de determinacéo do pH do liquido ruminal

Imediatamente ap6s a colheita, 100 mL de fluido ruminal foram utilizados para a
determinagdo do pH de cada amostra com potenciométrico digital portatii (HANNA
instruments HI8424), calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 ¢ pH 7,0.

A determinag¢do de pH foi realizada no dia da coleta de liquido ruminal de cada
periodo experimental, antes, 3, 6, 9 ¢ 12 horas apds a alimentagdo matutina dos animais,

colocando o eletrodo do potencidometro dentro de cada amostra para fazer a leitura do pH.

4.5.6 Contagem total e diferencial de protozoarios ruminais

As coletas para contagem total e diferencial de protozoarios foram realizadas no dia
da coleta de liquido ruminal de cada periodo experimental, antes, 3, 6, 9 e 12 horas apos a
alimentacdo matinal. O conteudo ruminal foi coletado manualmente por varredura do
assoalho ruminal e 10 mL deste material foram armazenados em frasco contendo 20 mL de
formaldeido 50% (v/v). Para posterior realizacdo da contagem diferencial dos protozoarios
foi utilizado 1 mL da amostra diluida com formol e adicionadas 2 gotas de verde brilhante a
2 %, deixando repousar por 4 horas. Em seguida, foram adicionados 9 mL de glicerol a
30% e homogeneizada a mistura, tornando a aliquota do liquido ruminal diluida 30 vezes.

Para as contagens diferenciais dos protozoarios foi utilizada uma camara de
contagem “Sedgwick-Rafter” composta por reticulo de 0,5 mm x 0,5 mm de area, com
subdivisdes de 25 quadriculos. Esta camara foi acoplada a ocular de um microscopio da
marca Olympus modelo CH2, conforme técnica descrita por Dehority (1993).

Com a camara acoplada ao microscopio, foram contados 100 campos oOticos através
do reticulo, com aumento de 100 x, onde as identificagcdes das espécies dos protozoarios
foram estabelecidas, bem como suas propor¢des na amostra. Do total de protozodrios,
foram diferenciados cinco géneros: Isotricha, Dasytricha, Entodinium, Epidinium e

Diplodinium (incluem Eudiplodinium, Ostracodinium e Polysplatron).
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de consumo de MS bem como a taxa de emissdo de CH,4 foram analisados
pelo programa Statistical Analysis System (Versdo 9.2, 2010), verificando a normalidade
dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Estes dados foram submetidos a analise de
variancia e seus efeitos avaliados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de AGCC, protozoarios e pH foram analisados com as mesmas causas de
variacao, porém adicionado o fator medidas repetidas no tempo, referentes aos diferentes
momentos de coleta. Tal andlise foi realizada utilizando-se o procedimento MIXED do
SAS (Versao 9.2, 2010). O modelo incluiu o efeito de tratamento como fator fixo e os
efeitos de animal dentro de quadrado, quadrado e periodo como fatores aleatorios. A
analise por tempo foi realizada quando as interacdes entre efeito de tempo e efeito de

tratamento foram significativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONSUMO DE MATERIA SECA

Quanto aos valores referentes ao consumo de MS, expresso em quilograma por dia
(kg/dia), em porcentagem do peso vivo (% PV) ou por unidade de peso metabolico (g/kg de
PV®"), apresentados na tabela 4, ndo houve diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos, provavelmente pelo fato de os animais terem recebido dietas isoenergéticas e
isoproteicas na forma de racdo completa, o que poderia ter proporcionado, ao longo do dia,
melhor aporte de nutrientes, favorecendo a fermentagdo ruminal, principalmente na
concentragdo de acidos graxos de cadeia curta. Da mesma forma, esse resultado deve-se
também ao fato de os animais estarem adaptados a dieta experimental e terem recebido um
bom manejo, por se encontrarem em um local sombreado, com boas condigdes de agua,
proporcionando-lhes maior conforto, o que significa que encontravam-se em condi¢des

similares.

Tabela 4 - Efeito de trés fontes energéticas sobre o consumo de matéria seca, expresso em quilograma por dia,
porcentagem do peso vivo ou unidade de peso metabolico

Tratamentos
e . ~ Polpa .
Variaveis Controle Soja Grao L EPM  Probabilidade
Citrica
CMS (kg/animal/dia) 16,17 14,91 15,78  0,3591 0,2559
CPV (% PV) 2,12 1,94 2,08 0,0639 0,1309
CPM (g/kg de PV *7) 111,45 102,23 109,28  3,0038 0,1571

CMS= Consumo de matéria seca; CPV= Consumo de matéria seca em relagdo ao peso vivo; CPM= Consumo de matéria

seca por unidade de peso metabdlico.

Cant et al. (1997), sinalam que, a inclusdo de lipidios insaturados em dietas para
ruminantes tem sido relacionada a diminui¢do no consumo de matéria seca, devido a
interferéncia dos lipidios insaturados sobre a atividade das bactérias Gram-positivas,

principais responsaveis pela fermentacao da fibra, reduzindo, assim, a taxa de passagem da
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digesta pelo trato gastrintestinal. Esta inibicdo pode ser direta, conforme mencionado
anteriormente, ou indireta, pela substituicdo do carboidrato por lipidio, mantendo-se as
dietas isocaloricas. Neste caso, devido aos lipidios ndo serem fonte de energia para o
crescimento microbiano (VARGAS et al., 2002). Entretanto, de acordo com essas
informacdes, a fonte lipidica utilizada no presente experimento e seu teor de extrato etéreo
na dieta ndo influenciaram em nenhum mecanismo que afetasse o consumo de matéria seca,
o que pode ser explicado pelos teores de extrato etéreo das dietas, pois o maior nivel foi de
5,30% para a dieta com graos de soja, o que estaria abaixo do limite de 7%, valor limite
preconizado por Palmquist e Jenkins (1980).

Em contrapartida Henrique et al. (2003), ao trabalharem com diferentes niveis de
polpa citrica (0, 25, 40 e 55% na MS) em substituicdo ao milho grao, ressaltaram que as
ingestdes de matéria seca elevaram-se linearmente com o aumento da porcentagem de
polpa citrica na dieta. Esse aumento pode ter sido decorrente de melhor padrio de
fermentacao ruminal (VAN SOEST, 1982), devido a presenca da pectina na polpa citrica,
que determina um ambiente mais propicio, principalmente para a populagdo celulolitica, e
resulta em maiores relagdes acetato/propionato. Nussio et al. (2002), avaliando diferentes
processamentos do grdo de milho e inclusdo da polpa citrica, observaram que a polpa
citrica estimulou o consumo de MS, quando combinada com milho moido fino, mas nao
com o milho floculado. Ja Menezes Jr et al. (2000), ndo observaram diferenga no consumo
de MS quando incluiram polpa citrica ou grao de milho processado em dietas de vacas em
lactacdo, onde registraram consumo médio diario de MS de 19,4 kg, valores acima do
encontrado no presente estudo.

Apesar de alguns trabalhos mencionarem efeito de fontes, como a soja grdo ou a
polpa citrica, sobre o consumo de matéria seca, no presente trabalho ndo foi possivel
demostrar que as fontes energéticas utilizadas influenciaram sobre esta variavel.

O consumo médio da dieta total entre os animais, com base na MS, foi de 16,17;
1491 e 15,78 kg/animal/dia, para os tratamentos controle, soja grdo e polpa citrica,
respectivamente. Resultados proximos foram encontrados por Vargas et al. (2002) ao
trabalharem com adi¢do de lipidios na ragdo de vacas leiteiras, citando consumos de

matéria seca entre 11,0 e 14,3 kg/d. Por outro lado, ftavo e ftavo (2005) relataram valores
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menores (8,28 a 10,86 kg/d) para vacas leiteiras alimentadas com diferentes niveis de
energia na dieta.

Os valores de consumo de MS, quando expressos em porcentagem do peso vivo
(%PV) dos animais, foram de 2,12; 1,94 e 2,08% para os tratamentos controle, soja grao e
polpa citrica, respectivamente. Esses valores sdo semelhantes aos indicados pelo NRC
(1996), que sugere valores proximos de 2,5% PV em bovinos de corte. Porém,
independentemente do tratamento, consideram-se valores menores ao sugerido pelo NRC
(1989) para bovinos leiteiros (3,2% do PV) em lactacdo com producdo diaria de 25 kg de
leite/dia e PV médio de 600 kg. Os valores obtidos neste experimento podem ter sido
menores aos sugeridos pelo NRC (1989) para bovinos leiteiros, provavelmente, porque os
animais utilizados nao sdo animais que se encontravam em lactagao.

Referente ao consumo de MS, quando expresso em relagdo ao peso metabolico
(g/kg de PV®™), Goularte et al. (2010) avaliaram a influéncia de diferentes niveis de
concentrado (30; 40; 50 e 60%), utilizando valores crescentes de extrato etéreo (5,7; 6,6;
7,5 e 8,4%) na dieta de bovinos, e relataram valores de consumo de matéria seca em relacao
ao peso metabolico menores (85,76 ¢ 95,56 g/kg de PV*"®) para os niveis de concentrado
de 30 e 40%, respectivamente, quando comparados aos encontrados no presente trabalho.

0,75

Entretanto, os autores citaram valores semelhantes (109,00 e 112,11 g/kg de PV™"") quando

os animais foram alimentados com 50 ou 60% de concentrado, respectivamente.

52 PRODUCAO DE METANO DETERMINADA PELA TECNICA DO GAS
TRACADOR SFs

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas (P>0,05) entre os
tratamentos para os valores médios de emissdo de metano (Tabela 5) quando expressos em
gramas de metano por dia - CHy (g/d); quilogramas de metano por ano - CHy (kg/ano);
gramas de metano por quilograma de matéria seca ingerida - CHy (g/kgMSI); porcentagem

de energia bruta perdida na forma de metano - CH4 (%EB) e Megacalorias de metano por
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animal por dia - CHs (Mcal/Ani/d). Também ndo foram observadas diferencas para a
quantidade de energia bruta ingerida por animal por dia — EBI(Mcal/Ani/d).

Devido a que o valor de significancia em algumas variaveis da emissao de metano
foi proximo a 5%, quando avaliado a 10% de probabilidade foi observado efeito de fonte
energética (P<0,10) para as médias da producdo de metano expressas em g/d; kg/ano e
Mcal/Ani/d, resultando em maior emissdo de metano o tratamento com polpa citrica, em
relagdo ao tratamento com graos de soja e ndo diferindo nenhum destes tratamentos do
tratamento controle. Isto é explicado, devido ao fato da inclusdo de uma fonte rica em
pectina gerar um aumento da producdo de metano, em decorréncia da fermentagdo da
pectina, a qual favorece a producdo de acetato e ndo de lactato ou propionato (VAN
SOEST, 1994), caracterizando o padrdao fermentativo desta fonte como similar aos das
forragens (ROCHA FILHO et al., 1999). Posto isto, a fermentacao da pectina é peculiar,
gerando grande quantidade de energia por unidade de tempo, como ocorre com o amido e
agucares, porém com fermentacdo acética, que caracteriza a fermentagdo da celulose e da

hemicelulose (SANTOS; MARTINEZ, 2006).

Tabela 5 - Efeito de trés fontes energéticas sobre a produc@o de metano por bovinos determinada pela técnica
do gas tragador SFg

Tratamentos
o . ~ Polpa -
Variaveis Controle  Soja Grao [ EPM Probabilidade
Citrica
CHa (g/d) 286,22 284,15 344,22 17,70 0,0703
CH4 (kg/ano) 110,36 103,71 125,64 6,46 0,0703
CH,4 (g/kgMSI) 17,41 19,10 22,03 1,20 0,2418
CH4 (% EB) 5,17 5,52 6,58 0,36 0,1885
CH4 (Mcal/Ani/d) 3,98 3,74 4,53 0,23 0,0704
EBI (Mcal/Ani/d) 71,72 67,86 69,58 1,55 0,5106

EBI = Energia Bruta Ingerida

Os valores da emissdao de metano em gramas por dia - CHy (g/d) foram de 286,22;
284,15 e 344,22 para os tratamentos controle, graos de soja e polpa citrica,
respectivamente. Os valores das emissdes obtidas foram menores aos relatados por Johnson
e Johnson (1995) em estimativas para gado de corte (164 a 194 g/animal/dia), mas

assemelharam-se aos valores sugeridos para gado leiteiro (298 a 345 g/animal/dia). Por
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outro lado, os valores obtidos neste experimento encontraram-se acima dos valores
observados por Possenti et al. (2008) ao trabalharem com bovinos machos mesti¢os, com
canulas no rumen e com peso médio de 814 kg, incluindo dois niveis de leucena na dieta
(20 ou 50% da MS). Esses autores observaram emissdes de CHs de 127 a 156 g/animal/dia,
valores proximos aos observados por Pedreira et al. (2004) (125, 149 e 140 g/dia),
estudando a emissao do gas metano em bovinos machos mesticos consumindo dieta a base
de silagem de sorgo com 100, 70 e 30% de volumoso, respectivamente. Nascimento (2007),
avaliando a emissdo de metano por bovinos nelore ingerindo feno de Brachiaria brizantha
cortado em diferentes estadios de maturacdo, relatou valores de emissdo de metano de
132,65; 138,32 e 133,93 g/animal/dia para os diferentes tratamentos. Por outro lado,
Primavesi et al. (2004b), ao avaliarem a produ¢do de metano por gado leiteiro, tanto em
novilhas como em vacas lactantes e ndo-lactantes em pastagens de Pannicum maximum,
observaram valores da emissao de metano de 222, 403 e 278 g/dia, respectivamente. Todos
os autores mencionados acima utilizaram a técnica do gas tracador (SFs) para captura e
determinagdo da produgao de metano.

Os valores obtidos na emissao de metano, quando expressos em kg/ano, foram
menores para o tratamento controle (104,47) e grao de soja (103,71) quando comparados
com os resultados obtidos por Primavesi et al. (2004b) (121 e 147 kg/animal/ano), ao
trabalharem com bovinos leiteiros de 600 kg de PV mantidos em pastejo. Da mesma forma,
foram menores aos valores médios ocorrentes na América do Norte, que sdo estimados em
118 kg/animal/ano, para animais com 600 kg de PV, e maiores aos valores sugeridos no
leste europeu estimados em 100 kg/animal/ano de CH4, para vacas de 550 kg de PV (IPCC,
1995; JOHNSON; WARD, 1996). Entretanto, os valores do tratamento com polpa citrica
(125,64 kg/ano) do presente experimento foram proximos aos resultados obtidos por
Primavesi et al. (2004b) e acima dos valores sugeridos na américa do norte e no leste
europeu.

Enquanto as emissdes de metano quando expressas em g/kgMSI, para os
tratamentos controle, graos de soja e polpa citrica (17,41; 19,10 e 22,03 g/kgMSI,
respectivamente), estas foram semelhantes aos valores relatados por Possenti et al. (2008)
(20,49 e 16,90 g/kgMSI) ao trabalharem com dois niveis de leucena na dieta (20 ou 50%

MS respectivamente) e as emissdes descritas por Nascimento (2007), quem apresentou
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valores de metano entre 17,38 e 23,41 g/kgMSI ao utilizar feno de Brachiaria brizantha
cortado em diferentes estddios de maturacdo, valores estes que, por sua vez, foram menores
aos mencionados por Primavesi et al. (2004b) (entre 42 a 69 g/kgMSI).

Na América do Norte e no leste Europeu (USEPA, 2000), o porcentual de CHy
produzido em relagdo a energia bruta ingerida por bovinos ¢ estimado entre 5,5% e 6,5%.
Entretanto, Primavesi et al. (2004b) relataram valores de até 8,3% para vacas holandesas
em lactacdo e de 10,6% para vacas mestigcas. O IPCC (1995) estima perdas de 7% da
energia bruta da dieta, quando os animais sdo alimentados com gramineas tropicais de
baixa qualidade, e de 6%, quando alimentados com dietas contendo graos. Estes valores sdo
menores aos relatados por Kurihara et al., (1999), ao trabalharem com animais alimentados
com gramineas de baixa qualidade e com dieta alta em graos (10,4% e 6,7%, da EB,
respectivamente). As perdas de energia bruta na forma de metano, observadas por
Nascimento (2007), foram entre 6,18 e 9,02%. No presente trabalho, os valores observados
foram de 5,17% para as vacas alimentadas com o tratamento controle, 5,52% para as
alimentadas com soja grao e de 6,58% para as vacas alimentadas com polpa citrica, valores
estes que se encontram dentro do estimado para a América do Norte e para o leste Europeu
(USEPA, 2000).

Moss, Givens e Garnsworthy (1995), destacaram que a produgdo de metano ruminal
estd diretamente relacionada com o consumo de MS, mas essa medida deve ser feita
quando a fonte de MS nio varia, principalmente com relagdo ao contetdo e qualidade da
fibra da dieta. Entretanto, essa relagdo, da produgdo de metano com o consumo de matéria
seca, ¢ um parametro que s6 poderia explicar o quanto ¢ fermentado no ramen, nao
trazendo assim, uma medida acurada e exata do processo de fermentacdo ruminal. Posto
isto, € importante ndo s6 mensurar o quanto do material consumido pelo animal fermenta
no rumen, sendo também, o como fermenta e, consequentemente, que produtos sdo gerados
através desse processo de fermentacdo ruminal, fato este que se obtém quando se varia a

fonte de MS e que, por conseguinte, foi realizado no presente experimento.
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5.3 PARAMETROS DA FERMENTACAO RUMINAL

Quanto aos valores médios do pH ruminal e a concentragdo dos acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), bem como a sua propor¢ao molar, apresentados na tabela 6, ndo
houve interagao (P>0,05) entre tempo e tratamento para nenhuma das variaveis avaliadas.

Nao houve efeito significativo (P>0,05) de fonte energética para as médias do pH
ruminal. Isto pode ser explicado pelo tempo de adaptacdo as respectivas dietas e pelo fato
de os animais terem recebido dietas isoenergéticas e isoproteicas duas vezes por dia, na
forma de racao completa. Isto favoreceu a fermentagao ruminal e, consequentemente, levou
que o consumo de matéria seca (Tabela 4) ndo apresentasse diferencas entre os tratamentos,
fato este, que coincide com o fato de obterem os animais um consumo constante € nao
significativo. Isto sugere uma razodvel relagdo entre consumo de matéria seca e o pH

ruminal.

Tabela 6 - Efeito de trés fontes energéticas sobre os parametros da fermenta¢ao ruminal

Tratamentos Valor de P

Soja Polpa

e oo EPM  Tratamento Hora Trat x Hora
Grao Citrica

Variaveis Controle

pH 6,46 6,53 6,46 0,02 0,4775 <0,0001 0,4442

Concentragdo de AGCC (mM)

Acético 71,48° 6847 7888 123  <0,0001 0,0208 02627
Propionico 2223 2130 20,03 0,57 0,7219  <0,0001 0,3687
Butirico 11,33 986"  13,72° 0,27 0,0227 0,0003 0,7712
Total 104,5°  99.81° 112,62° 137  <0,0001 0,0004  0,3397

Relagao A:P 3,44 3,36 3,95 0,07 0,1284 <0,0001 0,1757

Proporg¢ao Molar (%) de AGCC

Acético 68,18 69,02 70,06 0,37 0,4568 <0,0001 0,2036
Propidnico 2094 21,12 17,79 0,40 0,1172 <0,0001 0,4280
Butirico 10,87 985"  12,14* 0,17 0,0208 0,0086 0,3889

® 1 etras diferentes na mesma linha, diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Apesar de os valores médios do pH ruminal ndo terem apresentado efeito
significativo (P>0,05) entre os diferentes tratamentos, nem interagdo entre tratamento e
tempo, foi observado efeito significativo de tempo de coleta do liquido ruminal (Figura 4a).
Como era de se esperar, houve diminui¢do do pH ruminal para os trés tratamentos as 3 h
apos a alimentagdo. Esta queda explica-se devido a que, no tempo de 3 ou 4 horas apods a
alimentacdo matinal, atinge-se o periodo correspondente ao pico de fermentacao da ultima
refeicdo (MARINO et al., 2011). Esta observacao foi constatada neste experimento, onde os
menores valores de pH foram observados as 3 h apds a alimentacao. O valor do pH ruminal
foi aumentando de forma gradativa nos tempos 6 ¢ 9 horas até alcangar novamente o pH
ruminal mais alto as 12 horas apds alimentagcao matinal.

Nogueira et al. (2005), avaliando o efeito de niveis de substituicdo de milho por
polpa citrica (0, 40, 60 e 80% na MS) na fermentacdo ruminal em 4 novilhos Nelore,
observaram que o pH diminuiu linearmente (p<0,05) com o tempo de amostragem (0, 2, 6 €
8 horas apos alimentagdo matinal), possivelmente decorrente da fermentacdo e da
degradacdo do alimento. Os autores citam que dietas contendo polpa citrica apresentam
queda do pH, bem como alta taxa de degradacdo da pectina (30 a 50%/hora). Este achado
nao foi observado no presente trabalho devido a que o pH ruminal manteve-se similar entre
todos os tratamentos.

Evidenciou-se que o pH manteve-se na faixa considerada adequada para os
microrganismos manterem a fermentagdo ruminal, como esperado para dietas com misturas
de concentrados e forragens, sendo que o pH regula a afinidade dos microrganismos ao
substrato e que, de acordo com Allen e Mertens (1988), valores proximos a pH neutro
melhoram a capacidade de adesdo das bactérias a fibra.

Segundo Van Soest (1994), a inclusdo de fontes ricas em pectina na dieta em
substituicao de parte dos carboidratos ndo estruturais (amidos e agucares) traz beneficios a
nutricdo e a produgdo de ruminantes, devido a que a degradacdo ruminal da pectina nao
contribui para o abaixamento do pH, uma vez que nao gera acido lactico. Em contrapartida,
fontes lipidicas vegetais, como o grdo de soja, tendem ao aumento do pH, devido a queda
no consumo de matéria seca e & menor fermentacdo ruminal, o que proporciona menor
acimulo de 4cidos graxos de cadeia curta, principal fator de reducdo do pH (VARGAS et

al., 2002).
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Vargas et al. (2002), trabalhando com duas fontes de lipidios (grao de soja e 6leo de
soja) na racao de vacas leiteiras, citaram valores médios de pH entre 6,26 a 6,50, valores
semelhantes aos encontrados no presente trabalho (6,46 € 6,53).

O tratamento com polpa citrica aumentou (P<0,05) as concentracdes médias do
acido acético e do total de acidos graxos de cadeia curta em relagdo aos tratamentos
controle e grao de soja, que por sua vez, estes Ultimos, ndo diferiram entre si (Tabela 6). Foi
observado efeito significativo (P<0,05) de fonte energética para as médias da concentragao
do acido butirico, resultando em maior concentra¢do deste dcido com o tratamento com
polpa citrica, em relacdo ao tratamento com graos de soja e ndo diferindo estes dois do
tratamento controle. O valor superior da concentragdo do acético, do acido butirico e do
total de AGCC para o tratamento com polpa citrica ¢ devido ao fato desta fonte ter uma alta
disponibilidade ruminal, o que propicia um ambiente mais favoravel a fermentagao ruminal
¢ ao fato desse padrao de fermentagdo resultar em mudangas no ambiente ruminal. O alto
teor de pectina produz maior propor¢ao de acido acético em detrimento aos acidos latico e
propidnico (VAN SOEST, 1994), podendo ocorrer um aumento da concentragdo do acido
butirico. Rocha Filho et al. (1999) trabalhando com vacas lactantes alimentadas com
diferentes niveis de inclusdo de polpa citrica ou de milho em substituicdo da silagem de
milho, concluiram que a fermentacdo da polpa citrica ¢ similar ao das forragens, dado que
sua inclusdo resulta em mudangas favoraveis no ambiente ruminal, como ja mencionado,
aumentando a atividade microbiana e, por conseguinte, a produgdo total de acidos graxos
de cadeia curta.

Para a concentragao média do 4cido acético, foi observado efeito de fonte energética
em todos os tempos de amostragem, onde o grupo suplementado com polpa citrica
apresentou valores mais elevados em relagdo aos tratamentos controle e graos de soja, que
por sua vez ndo diferiram entre si. Com relagdo ao tempo de amostragem, o tratamento com
polpa citrica apresentou maior concentragdo de acido acético, 6 horas ap6s a alimentagdo
matinal (Figura 4b), enquanto a que os tratamentos controle e grao de soja, além de nao

diferirem entre si, permaneceram constantes ao longo dos tempos de coleta.
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Figura 4 - Valores médios do pH ruminal e da concentracdo dos 4cidos graxos de cadeia curta, nos diferentes
tempos de coleta do liquido ruminal antes, 3, 6, 9 e 12 horas apds alimentagdo matinal: a) médias do
pH ruminal; b) concentragdo mM do acido acético; ¢) concentragdo mM do acido propidnico.; d)
concentragdo mM do acido butirico; ) concentragdo mM do total de acidos graxos de cadeia curta;
f) relagdo acetato:propionato
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As médias da concentragdo total de AGCC, quando avaliadas por tempos de
amostragem (Figura 4e), apresentaram-se de forma similar a concentracdo média do acido
acético, sendo que o tratamento com polpa citrica aumentou os valores do total dos AGCC
em relagdo aos tratamentos controle e graos de soja e apresentou o seu pico maximo as 6
horas apos a alimentacdo. Porém, no caso dos tratamentos controle e graos de soja, estes
apresentaram as maiores médias 3 e 6 horas apos a alimentagdo, diminuindo os seus
valores, apds esses tempos de amostragem. O aumento da concentracdo total de AGCC
esteve relacionado com o aumento da concentragdo média do acido acético quando
fornecido o tratamento com polpa citrica, provavelmente porque a adi¢do da polpa citrica,
possuidora de fibra de alta disponibilidade, pode ter beneficiado a atividade microbiana,
aumentando a fermentacdo no rimen e, consequentemente, os produtos da fermentacao
ruminal.

Para a concentracdo média do acido butirico, além de ter sido observado efeito
significativo (P<0,05) de tratamento (Tabela 6), notando um aumento para o tratamento
com polpa citrica em relagdo ao tratamento com graos de soja e nao diferindo estes dois
tratamentos do tratamento controle, como mencionado acima, verificou-se efeito de tempo
de coleta (Figura 4d), alcangcando este acido a concentragdo média mais elevada 6 horas
apos a alimentacao, para todos os tratamentos.

Nao houve diferengas significativas (P>0,05) entre os tratamentos para a
concentracdo média do acido propionico ou a relagdo acético/propionico. Isto esta
provavelmente relacionado ao pH ruminal obtido, o qual ndo foi diferente entre os
tratamentos. Semelhante aos resultados deste experimento (Tabela 6), a maioria dos
trabalhos realizados sobre o uso de lipidios saturados e insaturados tem demonstrado
pequenos ou insignificantes efeitos sobre os parametros ruminais. Larson e Schultz (1970)
nao encontraram efeito na proporcao dos acidos propidnico e butirico ao compararem dietas
contendo ou ndo dleo de soja para vacas em lactacdao. Schauff et al. (1992), testando soja
integral e/ou sebo bovino em dietas para vacas em lactagdo, observaram que a proporgao
molar de acetato e a relagdo acético/propidnico tenderam a decrescer nas dietas contendo
lipidios. Em contrapartida, Strobel e Russel (1986) indicaram que fontes ricas em pectina
comparadas com fontes altas em amido ou lipidios promoviam maior relacdo

acético/propidnico e minima producao de acido latico.
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Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre tratamentos, tanto
para as médias da concentracdo do acido propidnico quanto para as médias da relagdo
acético/propidnico, o tempo de coleta influenciou estas variaveis. Entretanto, no caso das
concentragdes médias do acido propidnico verificou-se aumento das médias desta variavel
trés e seis horas apds a alimentacdo matinal (Figura 4c), observando uma diminuicao
gradativa para os tempos 9 e 12 horas apds a alimentacdo independentemente dos
tratamentos testados. No caso da relagdo de acético/propionico, foi observado o contrario,
sendo que houve diminui¢cdo desta variavel, para todos os tratamentos, 3 horas apos a
alimentacdo (Figura 4f), observando um aumento gradativo para os tempos 6, 9 e 12 horas
apos a ingestdo do alimento. Estes resultados foram condizentes com os resultados obtidos
para o pH ruminal, sendo que, enquanto os valores do pH ruminal diminuiram as 3 horas
apos alimentagdo (Figura 4a), as médias da concentracdo do acido propionico aumentaram
para este tempo, o que sugeriu uma diminui¢cdo da relacdo acético/propidnico. Estes fatos
relacionam-se também com o consumo de matéria seca, devido a que apos 3 horas da
ingestdo do alimento atinge-se o pico da fermentacio do que ¢ consumido e,
consequentemente, ocorre abaixamento do pH, aumento da concentracdo do 4acido
propidnico e, como resultado, diminuicao da relagdo acético/propionico.

Em relacdo a propor¢ao molar dos acidos graxos de cadeia curta (Tabela 6), os
resultados foram condizentes ao tipo de substrato para fermentagao ruminal de cada dieta.
Em geral, ndo houve efeito de fonte energética (P<0,05) para a propor¢ao molar de acido
acético, nem para a de acido propidnico. Entretanto, diferengas significativas (P<0,05)
foram observadas para a propor¢dao do acido butirico, sendo que o tratamento com polpa
citrica aumentou a propor¢ao molar deste acido em relacdo ao tratamento com graos de soja
e nao diferindo estes dois do tratamento controle.

A propor¢ao molar tipica dos acidos graxos de cadeia curta produzidos, quando o
animal ¢ alimentado com dietas a base de forragens, representa uma relagdo de 73:20:7
(acético, propidnico e butirico, respectivamente), comparado com 60:30:10 em misturas de
concentrado e forragens, enquanto que para dietas a base de concentrado tem-se uma
relacdo de 50:40:10 (BLACK, 1990). Essa propor¢ao relativa dos diferentes acidos graxos
de cadeia curta produzidos varia amplamente, dependendo dos componentes quimicos

degradados e do pH ruminal (MOTA, 2006). As propor¢des dos acidos graxos obtidas no
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presente experimento para os tratamentos controle e graos de soja, assemelharam-se aos

valores para misturas de concentrado e forragens, citados por Black (1990), enquanto que o

tratamento com polpa citrica apresentou valores semelhantes ao relatados para dietas a base

de forragens, provavelmente porque a fermentacao da pectina ¢ similar ao das forragens.

5.4 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE PROTOZOARIOS RUMINAIS

As médias das contagens total e diferenciais de protozoarios em bovinos

alimentados com trés fontes energéticas podem ser vistas na tabela 7, na qual se observa

que as dietas contendo polpa citrica promoveram maiores concentragdes para a contagem

de protozoarios por mL analisadas quando comparadas com os tratamentos controle e grao

de soja.

Tabela 7 - Efeito de trés fontes energéticas sobre a contagem total e diferencial de protozodarios

Tratamentos Valor de P

Variavel Controle

Tratamento

Trat x
Hora

Protozoarios (x 103/mL)

Dasytricha 2,44
Diplodinium  0,24°
Entodinium  206,16™
Epidinium 0,00
Isotricha 4,12°
Polyplastron 8,88
Total /mL 221,84%

Protozoarios (%)

Dasytricha 1,12
Diplodinium  0,15°
Entodinium 92,47
Epidinium 0,00
Isotricha 2,69%
Polyplastron 3,55°

0,4252
0,7909
0,5155
0,4443
0,1601
0,7381
0,3457

0,5205
0,9604
0,1620
0,4443
0,0325
0,9256

1 etras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05) no teste de Tukey.
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O tratamento com polpa citrica aumentou (P<0,05) a contagem total de protozoarios
por mL, assim como também as contagens de Entodinium e Polyplastron quando
comparado com o tratamento com graos de soja e nao diferindo estes dois tratamentos do
tratamento controle, para estas variaveis. As contagens dos Isotricha e Diplodinium foram
maiores para o tratamento com polpa citrica em relag@o aos tratamentos controle e grao de
soja, que por sua vez ndo diferiram entre si. Referente a populagdo de Dasytricha e
Epidinium, nao foram observadas diferencas estatisticas entre os diferentes tratamentos.

Na contagem diferencial dos protozoarios, houve predominancia na concentragao
dos Entodinium para todas as dietas, provavelmente pelo efeito do pH obtido (Tabela 6) no
estabelecimento deste género de protozoarios. Segundo Fonty et al. (1984), o o género
Entodinium ¢ pioneiro em predominar em pH entre 6,0 e 6,5, valor semelhante ao obtido no
presente experimento (6,46). Varios autores descrevem o género Entodinium spp, como o
protozoario predominante na contagem total, chegando a 90%, especialmente quando se
tem uma inclusdo de fontes energéticas nas dietas (DENNIS et al.,1983) ou quando esta ¢ a
base de concentrados (HUNGATE, 1966; NOGUEIRA FILHO et al., 1992). A
predominancia de Entodinium corrobora registros que mostram essa situagdo em bovinos
(D’AGOSTO et al., 1996; FRANZOLIN; DEHORITY, 1996; D’AGOSTO et al., 1998;
D'AGOSTO; GUEDES, 2000; FRANZOLIN; FRANZOLIN, 2000), bubalinos
(FRANZOLIN et al., 1998; FRANZOLIN; FRANZOLIN, 2000) e ovinos (NAKAMURA;
KANEGASAKI, 1969).

Em média, a populacdo dos géneros Diplodinium e Epidinium apresentaram
menores concentragdes em relagdo a outros géneros, provavelmente porque estes géneros
sdo predominantes quando os animais recebem dietas exclusivas de volumoso. Segundo
Willianms e Coleman (1991), os ciliados do género Epidinium spp., assim como os
Diplodinium spp., por apresentarem a enzima celulase, sdo capazes de degradar a celulose.
Portanto, quando se tem dietas mais fibrosas, ocorre um aumento na populagdo destes
ciliados (HUNGATE, 1966; JOUANY, 1996; PURSE; MOIR, 1966; NOGUEIRA FILHO
et al.,1999).

Efeito de fonte energética foi observado para a populagdo do género Isotricha spp,
observando diferencgas significativas (P<0,05) entre os tratamentos, sendo que os animais

alimentados com polpa citrica apresentaram maior concentragdo deste género em relacao
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aos do tratamento controle e graos de soja, que por sua vez nao diferiram entre si. Isto ¢
explicado pela presenca de pectina na dieta dos animais que receberam polpa citrica, uma
vez que, segundo Van Soest (1994), o género Isotricha tem caracteristicas pectinoliticas.
Isso também foi citado por Williams e Coleman (1988), ao relatarem que os ciliados do
género Isotricha estdo mais envolvidos na utilizagdo de polissacarideos ndo estruturais e
agucares soluveis, demonstrando, assim, atividade pectinolitica. Por outro lado, Willianms
e Coleman (1991) relatam que estes géneros aparecem em maior nimero nos ruminantes
em regime de pastejo, consumindo forragens novas ou recebendo feno ou cana-de-agtcar.
Isto ocorre, pois t€ém a capacidade de degradar os polissacarideos ndo estruturais e
carboidratos soluveis das plantas (HUNGATE, 1966; OLIVEIRA et al., 1992; JOUANY,
1996), motivo pelo qual ndo foi observado um grande nimero deste género na contagem
diferencial do presente experimento, devido ao fato de que os animais ndo se encontravam
em condi¢des de pastejo e receberam dieta com 50%:50% (V:C) com a inclusdo de fontes
energéticas.

Quanto ao género Dasytricha, ndo foi observado efeito de fonte energética (P<0,05)
e, por sua vez, os valores observados na contagem diferencial foram baixos em relacao a
outros géneros. Isto porque o aumento da populagdo de Dasytricha ocorre quando
fornecidas dietas a base de cana-de-agucar, como mencionado por Leng e Preston (1976)
eValdez et al. (1977), fato que ndo aconteceu no atual experimento. Segundo Valdez et al.
(1977), em sistemas de alimenta¢do que promovam maior disponibilidade de carboidratos soltveis
no rimen, como o uso de cana-de-agucar, os protozoarios do género Dasytricha podem conferir
vantagem ao animal hospedeiro, pois podem rapidamente armazenar os agucares soluveis,
que passam a ser fermentados mais lentamente, permitindo fermentacao mais constante.

Em relagdo a porcentagem dos protozodrios, os resultados foram condizentes ao tipo
de substrato para fermentagcdo ruminal de cada dieta. Em resumo, a dieta a base de polpa
citrica, elevou a propor¢do dos ciliados Diplodinium, Isotricha e Polyplastron, nao
observando diferencas significativas (P<0,05) para os ciliados do género Dasytricha e
Epidinium. Entretanto, para os ciliados do género Entodinium, quando analisado em
porcentagem, foi observado um valor mais elevado (P<0,05) na dieta contendo graos de
soja em relagdo ao tratamento com polpa citrica e ndo diferindo estes dois do tratamento

controle.
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Em geral, o aumento na quantidade de protozodrios em animais recebendo dietas
com polpa citrica, segundo Nogueira et al. (2005), pode favorecer a degradacdo da dieta
pelo aumento da digestdo ruminal da fibra, permitindo que a eficiéncia energética ndo seja

comprometida pela redu¢do da quantidade de amido.



81

6 CONCLUSOES

Fontes energéticas utilizadas, polpa citrica e soja grao, ndo alteraram o consumo de
matéria seca, as médias do pH ruminal, a concentragdo média do 4cido propidnico, nem a

relacdo acético/propionico no conteudo ruminal.

A inclusdo de uma fonte rica em pectina, como a polpa citrica, ou em acidos graxos
insaturados, como os graos de soja, resulta em mudangas no ambiente ruminal. Porém, nao

foi possivel demostrar alteragdes na emissao de metano pelos bovinos.

Fonte rica em pectina, como a polpa citrica, alterou o perfil fermentativo,
aumentando a concentracdo ruminal de acido acético, de acido butirico, bem como a
concentracao total de 4cidos graxos de cadeia curta, especialmente quando comparada a

dieta contendo graos de soja.

As diferencas observadas na contagem total e diferencial de protozoarios entre os
tratamentos podem ser atribuidas as diferentes fontes de energia dos ingredientes, aos
acidos graxos insaturados como fonte lipidica do grao de soja e a pectina como fibra
soluvel existente na polpa citrica, que podem ter promovido diferengas no crescimento

microbiano, favorecendo determinadas espécies de ciliados.
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CAPITULO IV.

EFEITO DE TRES FONTES ENERGETICAS SOBRE A
DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL E A EXCRECAO DE
NUTRIENTES DA DIETA EM BOVINOS.
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Efeito de trés fontes energéticas sobre a digestibilidade aparente total e a excrecao de

nutrientes da dieta em bovinos

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de trés fontes energéticas sobre o consumo, a
digestibilidade aparente total e a excre¢do de nutrientes da dieta em bovinos. Seis vacas
(730 = 70 kg) canuladas no ramen foram utilizadas e distribuidas a trés dietas, que
diferiram quanto a fonte energética, seguindo-se delineamento experimental em quadrado
latino 3x3 replicado (n= 18 unidades experimentais): Controle (CON): Dieta de baixo
extrato etéreo (3,50% de EE); Soja (SOJ): Dieta de alto extrato etéreo (5,30% de EE) com
inclusdo de 15% de soja grao e Polpa Citrica (POL): Dieta de baixo extrato etéreo (3,00%
de EE) e alta participagdo de pectina com inclusdo de 15% de polpa citrica. Para
determinacdo do consumo e da digestibilidade aparente total da MS e suas fragdes, bem
como da excre¢do dos nutrientes da dieta, foi utilizado o marcador 6xido cromico. Cada
periodo experimental foi constituido de 15 dias, onde do dia 5 até o dia 15 de oferecimento
das dietas foi administrado, via canula ruminal, 2 g do marcador 6xido crémico por kg de
MS de alimento consumido. O ensaio de digestibilidade foi constituido por duas fases,
sendo os cinco primeiros dias para adaptacao ao marcador e os cinco ultimos para coleta de
fezes. A excre¢do da MS e dos nutrientes, bem como a excrecdo de Nitrogénio, foi
calculada a partir dos dados de coeficiente de digestibilidade da MS e suas fracdes. Nao
houve efeito de fonte energética sobre o consumo de energia bruta (CEB), nem de fibra em
detergente neutro (CFDN). O tratamento com graos de soja reduziu (P<0,05) o consumo de
matéria seca (CMS), de proteina bruta (CPB), de extrativo ndo nitrogenado (CENN) e de
matéria organica (CMO). O consumo de extrato etéreo (CEE) foi maior (P<0,05) para os
animais que consumiram o tratamento com graos de soja. Nao foi observado efeito
(P>0,05) de fonte energética para os coeficientes de digestibilidade da MS, PB, EB, FDN,
EE, ENN ou MO. A digestibilidade da FDA foi mais elevada (P<0,05) para o tratamento
com polpa citrica, enquanto que o valor de NDT foi maior (P<0,05) para o tratamento com
graos de soja. Nao houve diferengas significativas (P>0,05) entre os tratamentos para a

excre¢do de energia bruta (ExEB), nem de fibra em detergente neutro (ExFDN). A
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excre¢do de MS, ENN e de MO foram menores (P<0,05) para o tratamento com graos de
soja. Todas as fontes energéticas testadas influenciaram (P<0,05) a excrecdo de proteina
bruta (ExPB), diferindo todos os tratamentos entre si. As excre¢des de FDA e de EE foram
mais elevadas (P<0,05) para o tratamento com graos de soja. Houve efeito (P<0,05) de
fonte energética para a excrecao de nitrogénio, sendo mais elevada para o tratamento com
polpa citrica em relagdo ao tratamento com graos de soja. Fonte alta em pectina, como a
polpa citrica, ou em &cidos graxos insaturados, como a soja grdo, ndo prejudicaram a
digestibilidade das dietas. Neste sentido, sdo indicadas como fontes de elevado potencial de

utilizagdo em dietas para bovinos.

Palavras-chave: Digestao. Nutrientes. Grao de soja. Polpa citrica. Ruminantes.
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Effect of three energy sources on the apparent total tract digestibility and excretion of

nutrients in cattle

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of three energy sources on dry matter
intake, total apparent digestibility and excretion of nutrients in diet. Six cows (730 £ 70 kg)
ruminally cannulated were used and allocated to three diets that differed in energy source,
followed by the replicated 3x3 Latin square design (n = 18 experimental units): Control
(CON): Low ether extract diet (3.50% EE); Soybean (SOJ): High ether extract diet (5.30%
EE) with inclusion of 15% of soybean grain; Citrus pulp (POL): Low ether extract (3.00%
EE) and high pectin diet with inclusion of 15% of citrus pulp. In order to determine dry
matter intake and total apparent digestibility of DM and its fractions, and excretion of
nutrients, chromic oxide was used as a marker. Each experimental period consisted of 15
days, where from day 5 to day 15 of diets offering, 2 g of the marker chromic oxide per kg
of DM of food consumed were administered through rumen cannula. Digestibility trial
consisted of two phases: the first five days for marker adaptation and the last five for feces
collection. The excretion of DM and nutrients, as well as, nitrogen excretion was calculated
from digestibility data of DM and its fractions. There was no effect of energy source on
gross energy intake (GEI), or neutral detergent fiber (NDFI). Soybeans treatment decreased
(P<0.05) dry matter (DMI), crude protein (CPI), nitrogen free extract (NFEI) and organic
matter (OMI) intake. Ether extract (EEI) intakes were higher (P <0.05) for cows fed the soy
beans treatment. There was no effect (P>0.05) of energy source on digestibility coefficients
of DM, CP, GE, NDF, EE, NFE or OM. The digestibility of ADF was higher (P<0.05) for
citrus pulp treatment, while TDN value was higher (P<0.05) for soybeans treatment. There
were no significant differences (P>0.05) among treatments for gross energy (GEEX) or
neutral detergent fiber (NDFEX) excretion. The excretion of DM, NFE and OM were lower
(P<0.05) for treatment with soybeans. All energy sources influenced (P<0.05) crude protein
excretion (CPEX), all treatments differed from each other. The excretions of ADF and EE
were higher (P<0.05) for treatment with soybeans. A significant effect (P<0.05) of energy

source was observed for nitrogen excretion, where the highest values were observed for
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citrus pulp treatment compared to soybeans treatment. Pectin high source, such as citrus
pulp, or unsaturated fatty acids, such as soy beans, did not affect diets digestibility. In this

sense, they are indicated as sources of high potential for use in cattle diets.

Keywords: Digestion. Nutrients. Soy bean. Citrus pulp. Ruminants.
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7 INTRODUCAO

O consumo e digestibilidade dos nutrientes e a utilizacdo destes nos diferentes
compartimentos do trato digestivo € a estimativa que mais se aproxima do valor nutritivo
verdadeiro dos alimentos. O conhecimento das caracteristicas dos alimentos e seu
balanceamento na formula¢do de ragdes torna-se uma ferramenta fundamental, a fim de
suprir as necessidades dos animais, explorando sua méaxima capacidade digestiva, de modo
a atingir seu potencial genético para o aproveitamento da dieta. Existe hoje uma variedade
de alimentos que podem ser utilizados na alimentagdo de ruminantes. Entretanto, seu valor
nutricional e sua qualidade sdo determinados por complexa interagdo entre os nutrientes e
os microrganismos do trato digestivo, nos processos de digestdo, absor¢do, transporte e
utilizacdo de metabolitos, além da propria condicdo fisiologica do animal (MARTINS et
al., 2000).

Desde o final do século XVIII, estudos relatavam que os microrganismos presentes
no ramen fermentavam celulose e obtinham como produtos acidos graxos de cadeia curta,
metano e didoxido de carbono (BERGMAN, 1990). Desde entdo, a comunidade cientifica
busca entender os processos metabolicos que ocorrem no ambiente ruminal, além de
procurar estratégias para a manipulagdo da fermentacdo ruminal com intuito de melhorar a
eficiéncia de utilizagdo das dietas empregadas (MARINO, 2008). A busca por ingredientes
alternativos para a nutri¢ao de ruminantes leva a constantes investigagdes da dinamica de
fermentacdo e digestao desses ingredientes nos processos que estdo envolvidos na nutri¢ao
dos animais de producao (FAYED et al., 2009).

A digestao ¢ um processo de conversdo de macromoléculas do alimento para
compostos simples que podem ser absorvidos a partir do trato gastrointestinal enquanto a
que a digestibilidade constitui um importante parametro do valor nutritivo de um alimento
(OLIVEIRA et al, 1991). A digestibilidade de um alimento reflete sobre seu
aproveitamento pelos microrganismos do rimen e expressa a capacidade do animal em
utilizar, em maior ou menor escala, seus nutrientes. Para tal, o coeficiente de digestibilidade
de uma dieta ¢ importante por indicar que nutrientes realmente estdo disponiveis para o

animal, além de descrever o valor nutritivo dos alimentos (VAN SOEST, 1994).



88

Ensaios de digestibilidade da matéria seca e suas fracdes tornam-se uma importante
ferramenta de avaliagdo do aproveitamento de dietas pelo animal, além de estarem
intimamente relacionados com os eventos ruminais. Em relacdo a fontes energéticas, como
a polpa citrica e o grao de soja, caracterizam-se por alterar o perfil fermentativo, resultando
em mudangas no ambiente ruminal, podendo, de certa forma, alterar a digestibilidade de
alguns nutrientes pela modula¢do do pH ruminal, em decorréncia da propor¢do dos AGCC
formados e da velocidade da fermentacdo.

A fermentacdo da pectina da polpa citrica proporciona um pH mais elevado em
relagdo a dietas contendo milho (LEIVA et al., 2000) ou gorduras e dleos. A pectina, apesar
de rapidamente fermentdvel no rimen, gera acetato como produto final, como ocorre com a
fermentacao da celulose. Assim, a substituicdo de fontes de amido por polpa citrica pode
promover efeitos benéficos, principalmente em relagdo ao ambiente ruminal, em razdo da
alteragdo da fermentacdo latica pela acética e do efeito tamponante da pectina, resultando
em melhores condi¢des para digestdo da fibra da forragem em dietas ricas em concentrado
(VAN SOEST, 1987). Em contrapartida, gorduras e oleos tém sido adicionados a dietas
para ruminantes com o objetivo de aumentar a concentracao energética da dieta. Porém, um
dos principais problemas com a utilizacdo de gorduras insaturadas na dieta de ruminantes ¢
o efeito sobre o consumo (ALLEN, 2000). Os suplementos lipidicos insaturados
apresentam, em doses elevadas, efeito toxico sobre as bactérias gram-positivas do rumen,
sobretudo a populagao celulolitica (NAGARAJA et al.,, 1997), alterando a relacdo
acetato:propionato, em razao da produ¢do de propionato a custa de acetato, da redugdo da
producao de metano e da diminui¢do da amonia ruminal (JENKINS, 1993). De forma geral,
o uso de oleo em ragdes para ruminantes apresenta efeitos desejaveis, como inibicdo da
producdo de metano, reducdo da concentracdo de NH; ruminal e aumento na eficiéncia da
sintese microbiana (LIN et al., 1995). Por outro lado, o 6leo apresenta efeitos indesejaveis,
como a redugdo na digestibilidade da matéria seca (MS) e reducdo na relagdo
acetato:propionato com conseqiiente diminui¢do da gordura do leite (VARGAS et al.,
2002). Posto isto, a avaliagdo nutricional desses alimentos torna-se necessaria para a
caracterizacdo do seu potencial e utilizagdo na composi¢ao de dietas de ruminantes, que
envolvem estudos de digestibilidade. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi

avaliar o efeito de trés fontes energéticas sobre o consumo, a digestibilidade aparente total
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da MS da dieta ¢ suas fracoes, bem como sobre a excrecdo dos nutrientes da dieta em

bovinos.
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O experimento foi realizado no Departamento de Nutri¢do ¢ Produ¢do Animal, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, campus de
Pirassununga, nas instalacdes do Estabulo Experimental e do Laboratdrio de Bromatologia.

Para avaliagdo do consumo e da digestibilidade aparente total da MS e suas fracdes,
bem como a excrecao dos nutrientes da dieta, foram utilizadas seis vacas ndo gestantes e
nao lactantes, com peso vivo médio de 730 + 70 kg e portadoras de canula ruminal com 10
cm de didmetro e 7,5 cm de espessura. Os animais foram mantidos em instalagdo coberta,
provida de baias individuais com cochos de cimento e bebedouros automaticos comuns a
cada dois animais, ¢ também de camas de areia, a fim de proporcionar maior conforto e

bem-estar aos animais.

8.2 TRATAMENTOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Seis vacas foram distribuidas a uma das trés dietas experimentais, isoenergéticas
(1,55 Mcal de EL/kg de MS) e isoproteicas (12,0% de PB), formuladas com o programa
Spartan Dairy Ration Evaluator/Balancer, versdo 3.0.3., diferindo de acordo com a fonte
energética utilizada, sendo: 1) Controle (CON): Dieta de baixo extrato etéreo (3,50% de
EE); 2) Soja (SOJ): Dieta de alto extrato etéreo (5,30% de EE) com inclusdo de 15% de
soja grao e, 3) Polpa Citrica (POL): Dieta de baixo extrato etéreo (3,00% de EE) e alta
participacdo de pectina com inclusdo de 15% de polpa citrica.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 3x3 replicado, havendo
entdo, dois quadrados latinos contemporaneos, sendo que a unidade experimental foi o

animal dentro de cada periodo. Logo, o experimento contou com 18 unidades experimentais
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referentes a 3 animais, 3 periodos e 2 quadrados (Tabela 8). A tabela da analise de variancia

encontra-se abaixo (Tabela 9).

Tabela 8 - Esquema do delineamento experimental em dois quadrados latinos 3 x 3 contemporaneos

Quadrado 1 Quadrado 2
Animal 615 698 020 656 684 631
Periodo I Controle  Soja Grao Polpa Controle Polpa Soja Grao
Periodo II Soja Grao Polpa Controle Polpa Soja Grao  Controle
Periodo III Polpa Controle Soja Grao Soja Grao  Controle Polpa

Tabela 9 - Esquema da anélise de variancia para delineamento em quadrado latino replicado
Causas de varia¢ao Graus de Liberdade
Tratamentos
Periodo
Animal dentro de quadrado
Quadrado
Residuo A

Total de unidades experimentais

0 — A~ NN

—_
|

8.3 MANEJO NUTRICIONAL E PERIODO EXPERIMENTAL.

Os alimentos foram oferecidos duas vezes ao dia, as 08:00 e 16:00 h, na forma de
ragdo completa. Cada subperiodo experimental foi constituido de 15 dias, sendo que, para
a analise da digestibilidade aparente total e a excre¢do da MS e dos nutrientes da dieta,
constituiram-se duas fases entre o dia 5 até o dia 15 de oferecimento das dietas, sendo os
cinco primeiros dias para adaptagdo ao marcador 6xido crémico e os cinco ultimos para
coleta de fezes.

Em todas as dietas, a fonte de volumoso utilizada foi a silagem de milho e o

concentrado consistiu de milho grao moido, farelo de soja, sal comum, fosfato bicalcico,
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calcario e suplemento mineral. As propor¢des dos diversos ingredientes das dietas

experimentais e a composi¢do bromatologica das mesmas estdao descritas na tabela 10.

Tabela 10 - Proporgdes de ingredientes e composi¢do bromatologica estimada das dietas
experimentais, expressas em porcentagem da matéria seca (% MS)

Dietas
Ingredientes (% MS) Controle Soja Polpa
Silagem de milho 50,00 54,40 48,00
Milho grao moido 34,70 27,50 20,70
Farelo de soja 12,20 - 13,50
Soja grao - 15,00 -
Polpa citrica - - 15,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 0,10 0,10 0,10
Calcario 0,50 0,50 0,50
Suplemento mineral’ 2,00 2,00 2,00
Composicao bromatolégicas
Matéria seca’ (%) 53,10 51,00 54,00
PB? (% MS) 11,60 11,30 12,10
PDR’ (% PB) 65,10 67,10 68,40
PNDR’ (% PB) 34,90 32,90 31,60
FDN? (% MS) 27,10 31,00 27,90
FDNe® (% MS) 22,60 25,00 22,20
FDA? (% MS) 14,40 19,30 16,60
CNE?® (% MS) 46,10 37,50 36,70
AMIDO® (% MS) 39,30 34,40 29,30
MM? (% MS) 7,60 7,10 8,10
Ca* (% MS) 0,85 0,72 1,01
P? (% MS) 0,51 0,59 0,62
EE? (%MS) 3,50 5,30 3,00
NDT? (% MS) 67,30 67,00 67,00
EL; (Mcal/dia) 1,55 1,55 1,55

1: Suplemento mineral e vitaminico, quantidade por kg de produto: 200 g de calcio, 60 g de
fosforo, 20 g de enxofre, 20 g de magnésio, 70 g de sodio, 15 mg de cobalto, 700 mg de cobre, 700
mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mg de manganés, 19 mg de selénio, 2.500 mg de zinco, 200.000
Ul de vitamina A, 50.000 UI de vitamina D3, 1.500 UI de vitamina E; 2: Estimado segundo
analises bromatologicas, determinadas no Laboratorio de Nutricdo Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutri¢do e Produgdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Pirassununga; 3: Estimado segundo o programa
Spartan Dairy Ration Evaluator/Balancer, versao 3.0.3.
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Em todos os periodos do presente experimento, os animais foram pesados no
primeiro e ultimo dia. Diariamente foram feitas pesagens das quantidades dos volumosos e
concentrados fornecidos e das sobras de cada racdo experimental para estimar o consumo
por animal. A figura 5 representa o esquema dos dias de coleta de dados para determinagao
da digestibilidade aparente total da MS e suas fracdes, bem como para a excre¢do dos

nutrientes da dieta em cada periodo experimental.

Figura 5 - Esquema dos dias de coleta para analise de digestibilidade aparente total da MS e suas fragdes ¢ a

excregdo dos nutrientes, avaliadas dentro de cada periodo experimental
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8.4 PARAMETROS DE AVALIACAO

8.4.1 Consumo de matéria seca

O Consumo de matéria seca (CMS) foi avaliado diariamente, entre o dia 10 até o dia

15 de cada periodo experimental. O CMS foi calculado pela diferenga entre a quantidade de
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alimento fornecida em um dia e a sobra de alimento, coletada e pesada na manha seguinte

ao oferecimento, multiplicada pela porcentagem de matéria seca (MS) do alimento.

8.4.2 Anélises bromatologicas

As amostras dos alimentos utilizados nas dietas foram analisadas para determinacao
dos teores de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), calcio (Ca), fosforo (P) e energia bruta (EB), segundo AOAC (1985), e fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG) conforme Van
Soest (1994).

As andlises bromatoldgicas foram feitas no Laboratorio de Nutrigdo Animal e
Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Produ¢do Animal da Faculdade de Medicina

Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Pirassununga.

8.4.3 Digestibilidade aparente total

A digestibilidade aparente total da MS da dieta e suas fracdes (PB, EE, EB,
extrativo ndo nitrogenado, FDN, FDA, e MO) foram determinadas por meio do marcador
oxido cromico (Cr,03), segundo Bateman (1970). Para tal, entre o dia 5 até o dia 15 de
oferecimento das dietas de cada periodo experimental, foram administrados duas vezes ao
dia, via canula ruminal, 2 g do marcador 6xido cromico por kg de MS de alimento
consumido, através de envelopes confeccionados em papel absorvente. O ensaio de
digestibilidade foi constituido por duas fases, sendo os cinco primeiros dias para adaptagao
ao marcador e os cinco ultimos para coleta de fezes.

Para anélise da composi¢do das amostras de fezes, se retirou uma aliquota de 200 g

por animal diretamente do reto, duas vezes ao dia, a qual foi acondicionada em embalagem
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plastica, identificada para cada animal e periodo experimental e armazenada em freezer a -
20°C até o momento do processamento e analise.

Durante esse periodo foram coletadas duas vezes ao dia, aproximadamente 200 g de
cada alimento oferecido na ragdo total e armazenadas em embalagens plasticas previamente
identificadas. Posteriormente foram mantidas em freezer (-20°C) até o momento da analise.
Ao final do experimento as amostras dos alimentos e das fezes foram homogeneizadas e
colocadas em bandejas de aluminio por animal e por periodo e foram secas em estufa
ventilada a 65°C por 72h. As amostras foram trituradas em moinho, utilizando-se peneira
de Imm, e acondicionadas em potes fechados para posterior determinagdo da concentracao
de 6xido cromico, segundo Conceigdo et al. (2007), e demais analises laboratoriais.

O extrativo nao-nitrogenado (ENN) dos alimentos e das dietas, foi calculado pela
formula %ENN = 100 - (%PB + %EE + %FDN + %MM) e o teor de nutrientes digestiveis
totais (NDT) pela formula NDT = (PBD + FDND + ENND) + (2,25 x EED), adaptado de
Sniffen et al. (1992), em que PBD = proteina bruta digestivel, FDND = fibra em detergente
neutro digestivel, ENND = extrativo ndo-nitrogenado digestivel e EED = extrato etéreo

digestivel.

8.4.4 Excrecdo da MS e dos nutrientes

A excrecao da MS e dos nutrientes, bem como a excrecao do Nitrogénio (ExN), foi
calculada a partir dos dados de coeficiente de digestibilidade da MS e suas fragdes,
multiplicando o consumo dos nutrientes pelos respectivos coeficientes de digestibilidade e
dividindo por 100.

A excre¢do do Nitrogénio (ExN) da dieta foi calculada pela féormula ExN =

ExPB/6,25, considerando ExPB como a excregdo de proteina bruta.
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8.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de consumo e da digestibilidade aparente total da MS e suas fragoes, bem
como a excrecao da MS e dos nutrientes, foram analisados pelo programa Statistical
Analysis System (Versdo 9.2, 2010), verificando anteriormente a normalidade dos residuos
pelo teste de Shapiro-Wilk. Estes dados foram submetidos a anélise de variancia e seus
efeitos avaliados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O modelo incluiu o efeito de tratamento como fator fixo e os efeitos de animal

dentro de quadrado, quadrado e periodo como fatores aleatorios.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 CONSUMO DA MATERIA SECA E DOS NUTRIENTES

Na tabela 11 visualizam-se as médias do consumo de matéria seca e dos nutrientes,
para os efeitos de fonte energética.

Nao houve efeito de fonte energética sobre o consumo de energia bruta (CEB), nem
de fibra em detergente neutro (CFDN), provavelmente pelo fato de os animais terem
recebido dietas isoenergéticas com teores semelhantes de FDN (Tabela 10), o que
proporcionou ao longo do dia um consumo constante destes nutrientes, sugerindo que as

condigdes ruminais mantiveram-se também constantes para os trés tratamentos.

Tabela 11 - Efeito de trés fontes energéticas sobre o consumo da MS e dos nutrientes

Tratamentos
Variaveis Controle Soja Grao Polpa Citrica EPM  Probabilidade
CMS (kg/dia) 16,42° 14,68° 16,37° 0,32 0,0196
CPB (kg/dia) 1,87° 1,67° 1,99° 0,04 0,0048
CEB (Mcal/dia) 70,23 69,25 64,39 1,25 0,0775
CFDN (kg/dia) 4,43 4,53 4,52 0,08 0,7848
CFDA (kg/dia) 2,34° 2,83° 2,68° 0,08 0,0073
CEE (kg/dia) 0,57° 0,78° 0,49° 0,03 <0,0001
CENN (kg/dia) 8,30° 6,64° 8,01° 0,21 0,0005
CMO (kg/dia) 15,17° 13,63° 15,02 0,29 0,0273

CMS= Consumo de matéria seca; CPB= Consumo de proteina bruta; CEB= Consumo de energia bruta; CFDN= Consumo
de fibra em detergente neutro; CFDA= Consumo de fibra em detergente acido; CEE= Consumo de extrato etéreo; CENN=
Consumo de extrativo ndo nitrogenado; CMO= Consumo de matéria orginica; 1 etras diferentes na mesma linha,
diferem significativamente (P<0,05) no teste de Tukey.

Foi observada diminui¢ao (P<0,05) do consumo de matéria seca (CMS), de proteina
bruta (CPB) e de extrativo ndo nitrogenado (CENN) para o tratamento com graos de soja
em relacdo aos tratamentos controle e polpa citrica, que por sua vez ndo diferiram entre si.
O tratamento com graos de soja diminuiu (P<0,05) também o consumo de matéria organica
(CMO) em relagdo ao tratamento controle e ndo diferindo destes dois tratamentos o

tratamento com polpa citrica. O efeito depressor dos lipidios sobre o consumo de matéria
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seca foi devido a um efeito de saciedade, cuja diminuicao da ingestdo de matéria seca
resultou em diminui¢do do consumo de proteina bruta, de extrativo ndo nitrogenado e da
matéria organica.

O efeito depressor dos lipidios sobre o consumo de matéria seca e dos nutrientes
mencionados anteriormente também pode estar relacionado a inibicdo do crescimento
microbiano e, consequentemente, da taxa de passagem da digesta pelo trato gastrintestinal
(VARGAS et al., 2002). Frequentemente, a explicagdo da diminui¢do do consumo de
matéria seca estd relacionada a interferéncia dos lipidios insaturados sobre a atividade das
bactérias Gram-positivas, principais responsaveis pela fermentacao da fibra (CANT et al.,
1997). Além desses aspectos, a alta densidade energética da dieta pode ter levado a um
aumento da concentragdo sanguinea de metabolitos oriundos da dieta, o que estimularia
receptores quimicos que ativariam o centro de saciedade e ocasionaria a diminuigdo da
ingestdo de alimentos (NRC, 1989). Allen (2000) cita que a ingestdo de matéria seca
diminui quando ha excesso de energia, onde o controle ¢ efetuado pela quantidade de
nutrientes absorvidos, o que pode ter acontecido com os animais do presente experimento
alimentados com grios de soja. E importante levar em consideragdo que a composigio dos
carboidratos da dieta ¢ essencial para fazer um balango adequado das ragdes,
principalmente de vacas leiteiras, em funcdo da peculiaridade na fermentacdo de cada
fragdo e sua interferéncia no consumo, além da manutengdo das condi¢cdes normais do
ramen (SNIFFEN et al., 1992).

O consumo de fibra em detergente acido (CFDA) foi menor (P<0,05) para os
animais que consumiram o tratamento controle do que para os que consumiram graos de
soja ou polpa citrica, ndo demostrando diferengas estatisticas entre estes dois ultimos
tratamentos. Isto ¢ explicado, devido a que na composi¢cdo bromatolédgica (Tabela 10) o
valor de FDA do tratamento controle (14,40% da MS) foi menor em relagdo a composicao
de FDA dos tratamentos com graos de soja ou polpa citrica (19,30 e 16,60% da MS,
respectivamente). Além disso, o aumento do consumo de FDA para as dietas contendo
graos de soja e polpa citrica, provavelmente, foi devido ao maior teor de fibras nessas
dietas, uma vez que os graos de soja e em especial a polpa citrica possuem um maior teor

de FDA, quando comparadas com o milho.
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Efeito de fonte energética (P<0,05) foi observado para o consumo de extrato etéreo
(CEE), sendo este maior para o tratamento com graos de soja em relacdo aos tratamentos
controle e polpa citrica, que, por sua vez, ndo diferiram entre si. Isso € esperado, pois o
tratamento contendo graos de soja caracterizou-se por ser uma dieta de alto extrato etéreo
(5,30% de EE) em relacdo aos demais tratamentos, o que significa que parte dos CNF foi
substituida pelo extrato etéreo, que ¢ uma fracao 2,25 vezes mais energética.

Resultados similares ao consumo de MS e dos nutrientes encontrados no presente
experimento foram relatados por Oliveira et al. (2007), ao avaliarem os efeitos de diferentes
fontes de lipidios sobre o consumo ¢ a digestibilidade de novilhos bubalinos terminados em
confinamento. Os autores observaram que o consumo de EE pelos animais alimentados
com a dieta contendo graos de soja integral ou 6leo de soja foi maior que o daqueles do
tratamento sem lipidio adicional, o que era esperado, por ser o objetivo da pesquisa destes
autores. Essa maior ingestdo de lipidios provocou menores consumos (em kg por dia) de
MS, PB e CNF pelos animais que receberam as dietas com graos de soja integral ou 6leo de
soja. Esse resultado pode ser explicado pelo atendimento energético que possivelmente
ocorreu com o aporte de lipidios na alimentacdo dos bufalos, explicado pela teoria de
regulacdo do consumo pela energia, descrita por Thiago e Gill (1990) e Van Soest (1994).

Por outro lado, Pereira et al. (1998a,b), trabalhando com 16 vacas leiteiras mestigas
recém-paridas, durante as primeiras 14 semanas da lacta¢do, avaliaram o uso de dois niveis
(0 e 30% na base da matéria natural) de graos de soja moidos em ragdes concentradas
isoprotéicas (23,5% de PB na MS). Os autores observaram que a inclusdo dos graos reduziu
o consumo didrio de MS (16,15 e 13,38 kg), de MO (15,47 e 12,76 kg), de PB (2,68 ¢ 2,16
kg) e de FDN (6,13 e 5,05 kg para a dieta controle e com adi¢ao de soja, respectivamente),
enquanto o consumo de EE aumentou (0,35 e 0,59 kg/dia, respectivamente). Esta reducao
no consumo de MS, segundo os mesmos pesquisadores, possivelmente possa ser atribuida a
maior densidade energética da ra¢do proporcionada pelo elevado teor de 6leo dos graos de

soja, mesmo tendo sido usada uma proporgao de 3:1 de volumoso e concentrados.
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9.2 DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL

Os dados dos coeficientes de digestibilidade da MS e suas fragdes, bem como os
nutrientes digestiveis totais (Tabela 12), para os efeitos de fonte energética,
independentemente do tratamento, encontram-se dentro do esperado.

Os coeficientes de digestibilidade da MS, PB, EB, FDN, EE, ENN ou MO nao
foram afetados por nenhum dos tratamentos testados. Entretanto, houve efeito significativo

para os coeficientes de digestibilidade da FDA, assim como para o de NDT.

Tabela 12 - Efeito de trés fontes energéticas sobre a digestibilidade aparente total da MS e suas fragdes

Tratamentos
Variaveis Controle Soja Grao Polpa Citrica EPM  Probabilidade
CDMS (%) 88,87 88,57 89,41 0,61 0,2516
CDPB (%) 87,58 86,58 87,37 0,72 0,1630
CDEB (%) 89,11 88,50 89,76 0,56 0,0623
CDFDN (%) 85,89 85,79 85,94 0,58 0,9733
CDFDA (%) 81,96" 83,36 85,21° 0,78 0,0409
CDEE (%) 92,21 94,04 95,21 0,95 0,0980
CDENN (%) 92,20 92,52 93,28 0,47 0,1278
CDMO (%) 89,78 89,64 90,35 0,49 0,2206
NDT (%) 86,98" 89,50° 86,61" 0,50 0,0003

CDMS= Coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDPB= Coeficiente de digestibilidade da proteina bruta; CDEB=
Coeficiente de digestibilidade da energia bruta; CDFDN= Coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente neutro;
CDFDA= Coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente acido; CDEE= Coeficiente de digestibilidade do extrato
etéreo; CDENN= Coeficiente de digestibilidade do extrativo ndo nitrogenado; CDMO= Coeficiente de digestibilidade da
matéria organica; NDT= Nutrientes digestiveis totais; > Letras diferentes na mesma linha, diferem significativamente
(P<0,05) no teste de Tukey.

De acordo com Jenkins e Jenny (1989), a adi¢dao de suplementos lipidicos diminui
ou tem efeito minimo sobre a digestibilidade da MS, apresentando raros efeitos de
aumento. Por outro lado, Leite (2006) sugere que existe uma reducdo na digestibilidade da
fibra quando fontes lipidicas sdo adicionadas as dietas. Porém, a magnitude de reducdo esta
relacionada ndo s6 a quantidade, mas também ao tipo de &acido graxo presente no
suplemento, uma vez que lipidios ricos em acidos graxos insaturados tendem a provocar

maior redugdo na digestibilidade.
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Em contrapartida, Bateman II e Jenkins (1998) ndo constataram efeitos da inclusao
de até 8% de 6leo de soja sobre a digestibilidade aparente de MS, MO e FDN e sugeriram
que grandes quantidades de lipidios ndo protegidos podem ser adicionadas as dietas, pois
ndo provocam efeitos na digestibilidade.

O tratamento com polpa citrica apresentou maior (P<0,05) digestibilidade para a
fragao de FDA, em relagdo ao tratamento controle e ndo diferindo estes dois do tratamento
com graos de soja. Isto ¢ explicado, devido a que a fracdo fibrosa da polpa citrica apresenta
elevada digestibilidade ruminal, pois, apesar de o teor de FDA ser por volta de 24%,
aproximadamente, tem baixo teor de lignina (1%), significando que quase a totalidade da
fibra ¢ digerida no ramen do animal (ORSKOV, 1987). Por outro lado, a melhora na
digestibilidade da FDA na dieta composta por polpa citrica pode estar relacionada a
manutengdo do pH em valores proximos a 6,0 ao longo do dia, o que favorece a atuagdo das
bactérias celuloliticas responsaveis pela degradacdo das fragdes fibrosas dos alimentos
(RUSSELL; WILSON, 1996; MARINO, 2008).

O coeficiente de digestibilidade da fibra em detergente acido obtido foi semelhante
ao relatado por Ben-Ghedalia et al. (1989) ao trabalharem com ovinos, que apresentaram
valores ao redor de 80%. A melhora na digestibilidade da FDA no presente trabalho reflete
a composicdo da polpa citrica, que tem sido considerada um alimento intermediario entre
volumoso e concentrado (WING, 1975), pela melhora nos padrdes da fermentacao ruminal
e por apresentar melhor efetividade da fibra em relagdo ao milho ou soja grio,
possivelmente em funcdo da pectina (VAN SOEST, 1982).

Além desses aspectos mencionados, a polpa citrica ¢ rdpida e extensivamente
degradada no ramen, sendo superior em degradacdo quando comparada aos graos de soja,
devido ao fato de a polpa citrica possuir alto teor de carboidratos soltiveis e conter pectina,
elemento componente da parede celular, de alta degradabilidade ruminal (SCOTON, 2003).

Houve efeito significativo (P<0,05) de fonte energética para a concentracdo dos
NDT, apresentando o tratamento com graos de soja maior valor em relagdo ao tratamento
controle e polpa citrica, que por sua vez estes ultimos nao diferiram entre si. Isto
provavelmente pelo aumento da densidade energética da ragdo. Além disso, a maior
concentracao dos NDT pode ter sido em decorréncia de uma menor taxa de passagem da

digesta, causada pelo menor consumo para a dieta com graos de soja, pois, com a reducao
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da taxa de passagem, aumenta-se o tempo de retengdo da digesta no trato gastrintestinal,
promovendo maior tempo de exposicao desta aos processos digestivos, fazendo com que a

concentracao dos NDT seja aumentada.

9.3 EXCRECAO DA MS E DOS NUTRIENTES

As fontes energéticas utilizadas no presente experimento influenciaram as médias
da excrecao da MS e dos nutrientes, como observado na tabela 13. Entretanto, ndo foram
encontrados dados na literatura a respeito do efeito de fontes energéticas sobre a excrecao
da MS e de nutrientes na dieta de bovinos. Entende-se que este tipo de informagao tendera

a crescer dada a eminéncia com a preocupacao ambiental.

Tabela 13 - Efeito de trés fontes energéticas sobre a excre¢do da MS e dos nutrientes

Tratamentos
Variaveis Controle Soja Grao Polpa Citrica EPM  Probabilidade
ExMS (kg/dia) 1,82° 1,67° 1,73 0,030 0,0567
ExPB (kg/dia) 0,23° 0,22° 0,25° 0,005 0,0020
ExEB (Mcal/dia) 7,64 7,35 7,08 0,122 0,0898
ExFDN (kg/dia) 0,62 0,64 0,63 0,010 0,8262
ExFDA (kg/dia) 0,42% 0,47° 0,40° 0,011 0,0293
ExEE (kg/dia) 0,043% 0,045° 0,023° 0,004 0,0266
ExENN (kg/dia) 0,65° 0,49° 0,54 0,023 0,0048
ExMO (kg/dia) 1,55 1,40° 1,45% 0,028 0,0308
ExN (kg/dia) 0,038 0,035° 0,042° 0,001 0,0084

ExMS= Excre¢do de matéria seca; ExPB= Excrecdo de proteina bruta; EXEB= Excrecdo de energia bruta; EXFDN=
Excregdo de fibra em detergente neutro; EXFDA= Excrecdo de fibra em detergente adcido; EXEE= Excrecdo de extrato
etéreo; EXENN= Excre¢do de extrativo ndo nitrogenado, ExXMO= Excre¢do de matéria organica; ExXN= Excre¢do de
nitrogénio; ° Letras diferentes na mesma linha, diferem significativamente (P<0,05) no teste de Tukey.

Nao houve diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos para a excre¢ao
de energia bruta (EXxEB), nem para a excrecdo de fibra em detergente neutro (EXFDN).
Esses resultados sdo condizentes em relagao ao encontrado no consumo e na digestibilidade
desses nutrientes, sendo que também ndo foram observadas diferencas significativas para

essas variaveis, o que confirma novamente o fato das dietas serem isoenergéticas e com
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teores similares de FDN, indicando um perfil fermentativo e de aproveitamento desses
nutrientes constante e similar e, consequentemente, ndo apresentando um efeito marcante
na excre¢do dos mesmos.

A excrecdo de matéria seca (ExMS), de extrativo ndo nitrogenado (EXENN) e de
matéria organica (ExMO) foram menores (P<0,05) para o tratamento com graos de soja em
relacdo ao tratamento controle, sem diferenca destes dois para o tratamento com polpa
citrica. Isto esta relacionado com o consumo (Tabela 11) obtido para estes nutrientes, sendo
que também foi menor quando os animais consumiram o tratamento com graos de soja.

A excregao de fibra em detergente acido (ExFDA) e de extrato etéreo (EXEE) foram
mais elevadas (P<0,05) para o tratamento com graos de soja em relagdo ao tratamento com
polpa citrica, ndo diferindo estes dois tratamentos do tratamento controle. Isto,
provavelmente, esta relacionado com a composi¢ao de FDA e EE das dietas (Tabela 3),
sendo maior para o tratamento com graos de soja (19,30 e 5,30% da MS, respectivamente)
em relagdo aos demais tratamentos. Por outro lado, esse aumento na excre¢do de FDA e de
EE para o tratamento com graos de soja pode ter sido, também, pelo maior consumo destes
nutrientes (Tabela 11) e a auséncia de efeito de tratamento sobre a digestibilidade (Tabela
12) destas variaveis, o que levou a uma menor retengao e aproveitamento destes nutrientes
e, consequentemente, ao aumento da excre¢do dos mesmos.

Efeito de fonte energética foi observado (P<0,05) para a excrecdo de proteina bruta
(ExPB), diferindo todos os tratamentos entre si, sendo que o tratamento com polpa citrica
promoveu uma maior excre¢do da proteina, enquanto que o tratamento com graos de soja
resultou em menor excrecdo deste nutriente. Da mesma forma, houve efeito (P<0,05) de
fonte energética para a excregao de nitrogénio (ExN), sendo mais elevada para o tratamento
com polpa citrica em relagdo ao tratamento com graos de soja e nao diferindo estes dois
tratamentos do tratamento controle. Posto isto, a maior excrecao de proteina bruta e,
consequentemente, de nitrogénio para o tratamento com polpa citrica ¢ devido a uma menor
retengdo dos compostos nitrogenados por parte dos animais que receberam este tratamento.

Apesar de a polpa citrica apresentar menor teor de proteina bruta quando comparada
com o milho e a soja grdo, essa proteina pode ainda ser menos digestivel. Bhattacharya e
Harb (1973) e Schaibly e Wing (1974), ao trabalharem com ovinos, encontraram menores

coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta na polpa citrica, do que no milho
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em grao. A eficiéncia da sintese de proteina microbiana também foi menor com a utilizacao
da polpa citrica na dieta (HIGHFILL et al., 1987). Esses efeitos podem refletir uma menor
retencao dos compostos nitrogenados e, consequentemente, um aumento da excrecao dos
mesmos.

Por outro lado, Bhattacharya e Harb (1973) e Pascual e Carmona (1980)
encontraram diminuicao significativa do nitrogénio retido com o aumento da participagao
da polpa citrica na dieta. Estes resultados podem explicar o aumento na excre¢do de

nitrogénio para os animais alimentados com polpa citrica no presente experimento.
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10 CONCLUSOES

A inclusdo de 15% de soja grao na dieta de bovinos reduziu os consumos de MS, PB,
ENN e MO. Entretanto, nenhuma das fontes alterou o consumo de FDN, FDA, EE e EB.
Isto sugere que a inclusdo da polpa citrica torna-se alternativa satisfatdria para melhorar o

consumo de MS e suas fracdes.

Fonte rica em pectina, como a polpa citrica, ou em acidos graxos insaturados, como
a soja grao, com uma inclusao de 15% na matéria seca, ndo prejudicaram a digestibilidade
das dietas, sendo indicadas como fontes de elevado potencial de utilizacdo em dietas para
bovinos. Entretanto, a polpa citrica melhorou a digestibilidade da fibra em detergente acido,

enquanto a que a soja grao aumentou os nutrientes digestiveis totais.

A inclusdo de até¢ 5,30% de EE proveniente de lipidios insaturados, na dieta de
bovinos, pode ser realizada, pois ndo provocam efeitos negativos na digestibilidade

aparente total da matéria seca e suas fragoes.

A inclusdo de polpa citrica se mostrou eficiente em reduzir a excre¢do da maioria
dos nutrientes, porém resultou em menor retencdo dos compostos nitrogenados,
aumentando a sua excrecdao. Entretanto, o tratamento com grdos de soja aumentou a

excrecdo de FDA e de EE.

Recomenda-se a realizagdo de mais ensaios para mensuragdao da excre¢do da MS e
dos nutrientes das dietas de bovinos, a fim de ter uma compreensdo mais abrangente dos
processos digestivos em ruminantes e, consequentemente, do aproveitamento da dieta por

parte do animal.
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