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ESPERAR E ALCANCAR

“E assim, esperando com
paciéncia, alcangou a promessa.” —
Paulo. (HEBREUS, 6:15)

A esperanca de atingir a paz divina, com felicidade
inalterdvel, vibra em todas as criaturas.

O anseio dos patriarcas da antiguidade é analogo ao
dos homens modernos.

O lar coroado de béncaos.

O dever bem cumprido.

A consciéncia edificada.

O ideal superior convenientemente atendido.

O trabalho vitorioso.

A colheita feliz.

As aspiragdes da alma séo sempre as mesmas em
toda parte.

Contudo, esperar significa persistir sem cansago, e
alcancar expressa triunfar definitivamente.

Entre o objetivo e a meta, faz-se imperativo o
esforco constante e inadidvel.

Esperanca ndo € inagdo.

E paciéncia traduz obstinagdo pacifica na obra que
nos propomos realizar.

Se pretendes materializar os teus propdsitos com o
Cristo, guarda a formula da paciéncia como a Unica
porta aberta para a vitéria.

H4 sofrimento em teus sonhos torturados?
incompreensdo de muitos em derredor de teus desejos?
a ingratidao e a dor te visitam o espirito?

Nao chores perdendo os minutos, nem maldigas a
dificuldade.

Aguarda as surpresas do tempo, agindo sem
precipitacéo.

Se cada noite é nova sombra, cada dia é nova luz.

Lembra-te de que nem todas as aguas se acham no
mesmo nivel e nem todas as arvores sdo iguais no
tamanho, no crescimento ou na espécie.

Recorda as palavras do apéstolo dos gentios.

Esperando com paciéncia, alcangaremos a
promessa.

N&o te esquegas de que 0 éxito seguro ndo é de
guem assalta, mas sim daquele que sabe agir, perseverar
e esperar por ele.

(Fonte viva: Ditado pelo espirito Emmanuel ao
médium Chico Xavier)



Dedico este trabalho aos meus pais, David
e Katia, pelo exemplo, carinho e incentivo;
a minha esposa Paula, pelo amor e apoio
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RESUMO

EMISSAO DE METANO IN VITRO E IN vivo EM OVINOS ALIMENTADOS COM
MUCUNA-PRETA (STIZOLOBIUM ATERRIMUM) Guilherme Dias Moreiral e Helder
Louvandini*?, PhD

Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Animais — Faculdade de Agronomia e
Veterinaria/Universidade de Brasilia (FAV/UnB), DF!, Laboratorio de Nutricdo Animal —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura/Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP)?

Obijetivou-se com este trabalho avaliar a utilizacdo da leguminosa taninifera mucuna-preta (M)
(Stizolobium aterrimum) na dieta de ovinos Santa Inés. Foram realizados trés experimentos um
in vitro e dois in vivo com e sem adi¢do do polietilenoglicol (PEG) para avaliar o efeito do
tanino condensado (TC) presente na M. No estudo in vitro realizou-se bioensaio pela técnica
de producdo de gases em garrafas por 24 h, avaliando-se a fermentacdo ruminal e producéo
total de gases (PGT). Houve elevacdo da PGT e do teor nitrogénio amoniacal (N-NHz) e queda
do pH em no tratamento com PEG em relagdo ao sem PEG (p < 0,05). No primeiro ensaio in
vivo avaliou-se a digestiblidade aparente dos nutrientes (DA), em 15 ovinos machos, castrados,
divididos em 3 grupos de tratamentos: dieta exclusiva de feno de capim-aruana (Panicum
maximum Jacg. cv. Aruana) (CON); e feno de capim-aruana suplementado com feno de mucuna
com adicdo (MP) e sem adicdo de PEG (MSP). Houve maior ingestdo de matéria seca e
consequente maior ingestdo de componentes nutricionais no grupo CON quando comparado
aos demais tratamentos (p < 0,05), com excecdo da proteina bruta (PB) e das fibras em
detergente &cido (FDA) (p > 0,05). Houve reducgéo nos coeficientes de DA (CDA) de todos 0s
nutrientes, e elevacdo do teor de N-NHz (p < 0,05) nos grupos MP e MSP em relagéo ao CON,
com excecdo do CDA da PB (p > 0,05). No segundo estudo in vivo foram analisadas as emissoes
de CHg4, onde foram utilizados 18 animais, machos castrados, divididos conforme descri¢éo do

ensaio de DA, para a técnica das camaras respirométricas (CR) e 8 animais machos, castrados,
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divididos apenas em MP e MSP, porém com alternancia de tratamentos (delineamento
swichtback), para a técnica do hexafluoreto de enxofre (SFs). Ao término de ambas avaliacGes
de CHs foi coletado conteudo ruminal para analises do teor de N-NHz, &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC), e contagem de protozoarios. No método CR, houve maior ingestdo de matéria
seca (MS), de matéria organica (MO) e de fibras em detergente neutro (FDN) no grupo MSP,
quando comparado ao CON (p < 0,05). A inclusdo de mucuna (MP e MSP) proporcionou maior
ingestdo de proteina bruta (PB) e de PB digestivel, maiores teores de N-NHz, maior quantidade
de AGCC total e de propionato, e menor relacdo acetao:propionato, quando comparados ao
CON (p <0,05). A adicédo de PEG proporcionou reducdo na contagem de protozoarios ruminais.
No método do SFs, ndo houve diferencas entre os grupos MP e MSP em nenhum dos parametros
analisados. Em ambos os métodos, CR e SFs, ndo houve diferengas entre todos tratamentos

analisados nos parametros de emisséo de CHs (p > 0,05).

Palavras-chave: Acidos Graxos de Cadeia Curta. Camaras Respirométricas. Hexafluoreto de

Enxofre. Polietilenoglicol. Protozoéarios. Taninos.
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ABSTRACT

EMISSION OF METHANE IN VITRO AND IN viIvo IN SHEEP FED WITH STizoLoBIUM
ATERRIMUM

The aim of this study was to evaluate the use of Stizolobium aterrimum (M) tannin legume in
Santa Inés sheep diet. Three experiments were carried out, one in vitro and two in vivo with and
without addition of polyethylene glycol (PEG) to evaluate the effect of the condensed tannin
(TC) present in M. In the in vitro study, a bioassay was carried out using the technique of gas
production in bottles for 24 h, evaluating ruminal fermentation and total gas production (PGT).
There was elevation of PGT and ammoniacal nitrogen (N-NH3) content and drop in pH in PEG
treatment compared with no PEG (p < 0.05). In the first in vivo test, the apparent nutrient
digestibility (DA) was evaluated in 15 castrated male sheep, divided into 3 groups of treatments:
exclusive diet of Aruana grass hay (Panicum maximum Jacq.); aruana hay supplemented with
M with addition (MP) and without addition of PEG (MSP). There was a higher intake of dry
matter and consequent higher intake of nutritional components in the CON group when
compared to the other treatments (p <0.05), except crude protein (PB) and acid detergent fiber
(FDA) (p > 0.05). There was a reduction in DA (CDA) of all nutrients, and elevation of N-NH3
content (p <0.05) in the MP and MSP groups in relation to the CON, except for the CDA of PB
(p > 0.05). In the second in vivo study, the CH4 emissions were analyzed, in which 18 castrated
male lambs were divided according to the DA test for the respirometric chambers (CR) and 8
male castrated animals, divided into MP and MSP, but with alternating treatments (swichtback
design), for the sulfur hexafluoride technique (SFe). At the end of both evaluations of CH4
ruminal content was collected for analysis of N-NHzs, short chain fatty acids (AGCC), and
protozoal account. In the CR method, there was higher intake of dry matter (MS), organic matter
(MO) and neutral detergent fiber (FDN) in the MSP group when compared to the CON (p <
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0.05). The inclusion of mucuna (MP and MSP) resulted in a higher intake of crude protein (PB)
and digestible PB, higher N-NH3 levels, higher amount of total AGCC and propionate, and
lower acetate:propionate ratio when compared to CON (p < 0.05). The addition of PEG
provided a reduction in the ruminal protozoal account. In the SF¢ method, there were no
differences between MP and MSP groups in any of the analyzed parameters. In both methods,
CR and SFs, there were no differences among all treatments analyzed in the CH4 emission
parameters (p > 0.05). Therefore, it is necessary to study M in various physiological stages to
determine the nutritional content suitable for its use in methane mitigation, and it is suggested

to further study the effects of PEG on ruminal protozoa.

Key words: Polyethylene glycol. Protozoa. Respirometric Chambers. Short Chain Fatty Acids.

Sulfur hexafluoride. Tannins.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS



1. INTRODUCAO

A producdo pecuaria € um elo importante da cadeia produtiva de alimentos para
a humanidade. A carne dos animais e os cereais produzidos pelas lavouras sao produtos
fundamentais no suprimento proteico para atender as necessidades nutricionais em todas as
nagOes. A populagdo mundial vem crescendo em ritmo acelerado, o que imp&e necessidade de

crescimento do setor agricola para atender as futuras demandas.

Uma parte importante na producdo de proteinas de origem animal é ocupada
pelos ruminantes que, independente da tecnificacdo dos sistemas de producdo, utilizam
forragens como principal fonte de alimento. Além disto, no Brasil 41,1 % das areas destinadas

ao pastoreio poderiam ter a sua capacidade de producdo forrageira melhorada (IBGE, 2015).

Seguindo esse raciocinio, indices superiores de produtividade podem ser
atingidos com a utilizacdo de cultivares mais produtivas, bem como a melhora no processo
fermentativo de ruminantes, pois a producdo animal, além de fonte de alimentos importantes
para humanidade e fonte de renda para muitos, é responsavel por grandes entraves, a maior
parte deles ambientais, como a poluicdo de aguas, degradacdo de terras, reducdo da
biodiversidade e principalmente afetando a atmosfera e o clima (FAO, 2006). Os ruminantes
sdo a maior fonte de origem antropogénica do gas metano (CHa4), que além de proporcionarem
perdas econémicas, com reducdo em até 12 % de toda energia bruta (EB) consumida pelos
ruminantes (Johnson & Johnson, 1995), é responsavel por até 20 % do potencial de aquecimento

global.

A maior parte do CH4 oriunda dos ruminantes € de origem entérica, ou seja, fruto
de processos fermentativos decorrentes da digestdo, e pode ser alterada levando-se em
consideracdo fatores relacionados a alimentacéo, como digestibilidade e tamanho de particula,

bem como a composicédo e a qualidade da dieta. Em termos de composicéo, o uso adequado de



componentes bioativos presentes no alimento, como por exemplo os taninos condensados (TC),
que podem ser elementos mitigadores de CH4 (Makkar, 2003) e podem auxiliar no melhor
desempenho animal (Frutos et al., 2004), tém demonstrado ser excelente estratégia a ser

considerada.

O manejo nutricional representa um ponto chave na mitigacdo do CHs entérico
em ruminantes e, por conseguinte, a reducdo na emissao de CH4 de origem antropogénica. Uma
das opcBes que surge para a alimentacdo de ruminantes € a leguminosa mucuna-preta
(Stizolobium aterrimum), a qual apresenta qualidade nutricional superior a maioria das
gramineas tropicais (Delgado et al., 2010), e contém TC em teores ao redor de 4% em sua
composicdo, considerados benéficos aos animais, o que favorece os indices produtivos
(Makkar, 2003; Frutos et al., 2004) e apresenta potencial mitigador de CH4 entérico (Moreira
etal., 2013).

1.1.0Objetivos

Objetivou-se com este trabalho avaliar, in vitro e in vivo, o efeito do tanino
condensado, presente no feno da leguminosa mucuna-preta (Stizolobium aterrimum), como

potencial componente mitigador na emissdo de metano (CHa) entérico em ovinos.

1.1.1. Objetivos especificos

1) Avaliar a cinética de degradacdo e de fermentacdo ruminal da mucuna-preta em
bioensaio in vitro na presenca e na auséncia do agente complexante de tanino o
polietilenoglicol (PEG), em in6culo de origem ovina;

2) Avaliar a mucuna-preta (Stizolobium aterrimum) em ensaio in vivo pelas técnicas de
digestibilidade aparente da dieta, parametros ruminais, e emissao de metano através
das tecnicas do gas tracador Hexafluoreto de Enxofre (SFs) e da Cé&mara

Respirométrica, em ovinos Santa Inés com ou sem polietilenoglicol (PEG).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Producdo Pecuaria e Alimentacdo Humana

A pecuéria exerce papel importante na producdo agricola mundial, com a
producéo aproximada de 310,4 milhdes de toneladas de carne e 746,7 milhdes de litros de leite
no ano de 2013. Estes alimentos foram responsaveis por suprir, aproximadamente, 16 % da
ingestdo proteica e 32 % do consumo de gordura da populacdo mundial no ano de 2011 (FAO,
2015). No Brasil, no ano de 2013, a ingestao de 48 % de proteina e 40 % de gordura foi oriunda
da carne e do leite atendida pela producdo aproximada de 26 milhGes de toneladas de carne e
34,4 milhdes de leite.

Para se atingir as referidas quantidades de carne e leite, em ambito mundial,
estima-se que 38,5 % das areas de todos os paises sdo utilizadas para fins agricolas, onde
aproximadamente 68,4 % das areas agricolas sdo ocupadas por pastos ou pradarias de forma
permanente (FAO, 2015). No Brasil, com base nos dados do Censo Agropecuéario de 2006
(IBGE, 2015), estimou-se a destinagéo de aproximadamente 39,2 % dos 851.576.704,9 hectares
(ha) do territorio nacional (BRASIL, 2013) para atividades agricolas, onde a maior extenséo de
terra também é empregada para a producdo de animais em sistemas de pastejo, ocupando até
51,7 % das areas permanentes cultivadas no pais com pastagens ou forrageiras para corte
(Figura 1).

O Departamento de Assuntos Econémicos e Sociais da Organizacdo das Nagdes
Unidas (UN, 2015) constatou aumento médio anual da populacdo mundial, que superou 7,3
bilhdes de pessoas em 2015, de 1,66% entre os anos de 1950 e 2015; para o ano de 2050 a
previsao é de que a populacao atinja 9,7 bilhdes de pessoas. Esse aumento na populagéo podera

exercer acréescimo na producdo alimentar mundial na ordem de 85 % na producéo de carnes e



76 % em outros produtos de origem animal (Bruinsma, 2009), ou seja, um crescimento médio
anual de 2,4 % na producdo de carnes e 2,2 % na producdo de leite, demandando
aproximadamente mais 263,8 milhdes de toneladas de carnes e de 567,5 milhdes de toneladas

de leite produzidos a cada ano a partir de 2050.

Figura 1.1. — Area total destinada & producdo agricola: 333.682.455 ha. Fonte: adaptado do
Censo Agropecuério 2006 — IBGE (2015)

6,939,463
2.08% 4,733,527 1,83;1?8?/90
8,316,120 1.42% U0

2.49%
e

= Areas destinadas a pastagem ou forrageiras para corte

= Matas e/ou florestas (naturais ou plantadas)
Lavouras permanentes ou temporarias

= Sistemas agroflorestais (lavoura e pastagem)

= Terras degradadas ou improprias para agricultura e pecuéria
Construces (benfeitorias ou estradas)

= Aquicultura

Para o Brasil, que apresentou no censo demogréafico realizado em 2010,
populacdo estimada de aproximadamente 190,8 milhdes de pessoas (IBGE, 2015), assumindo
os indices de crescimento médio para o pais (UN, 2015), a populacdo brasileira aumentara
aproximadamente 18,3 %, totalizando quase 228,8 milhdes de brasileiros. Segundo Bruinsma
(2009) os paises em desenvolvimento poderdo aumentar sua demanda em até 132 % para carnes
e 117 % para leite, totalizando 34,3 milhdes de toneladas de carne e 40,3 milhGes de toneladas

de leite adicionais por ano, a partir de 2050.

Para se alcancar o referido aumento de producéo no ambito da produgéo animal,
faz-se necessario uma melhor tecnificacdo nos setores produtivos, principalmente em sistemas

a pasto, haja visto a maior porcéo de terras agricolas ja serem destinadas a essa finalidade.



2.2.Panorama da Ovinocultura Brasileira

O rebanho ovino nacional € o quarto rebanho produtivo no pais em termos de
numero de animais (IBGE, 2015), e o 18° maior rebanho ovino em ambito mundial (FAO,
2015). O mercado carneo € a principal fatia da ovinocultura explorada no Brasil e apesar de
ainda estar em desenvolvimento (Guimardes & Souza, 2014) vem apresentando sinais de
crescimento na demanda por carne. Um desses indicios foi o aumento de 40 % da importacao
de carnes de origem ovina, que passou de quase 584 mil toneladas anuais no ano de 2012, para
817 mil toneladas em 2013 (MDIC, 2015).

Dentro da ovinocultura ocorre ainda dois potenciais mercados a serem
explorados: o de peles e o de laticinios. O mercado de peles que pode representar até 30 % do
valor total do animal, em decorréncia da excelente qualidade do produto originado pelos
animais deslanados, é prejudicado com a inabilidade em produzir e retirar material classificado
como de qualidade (SEBRAE, 2005). Quanto ao mercado lacteo, ainda € incipiente no Brasil
(Guimaraes & Souza, 2014), porém o elevado teor de gordura presente no leite ovino, 6,5 %, o

torna altamente favoravel a industrializacao de produtos lacteos (Corréa et al., 2014).

Outros indicativos que evidenciam o interesse na produgdo ovina foram o
percentual de 65,5 de todos estabelecimentos agropecudrios nacionais que apresentaram alguma
forma de criacdo de ovinos em suas areas e o fato de, pelo menos, 24,5 % de todo efetivo
nacional de ovinos se encontrar em estabelecimentos que nao estavam relacionados diretamente
com a producdo pecuaria (IBGE, 2015). Isso também ressalta a capacidade de se integrar o
ovino a outras culturas, como a bovinocultura (Carvalho et al., 2002; Carvalho et al., 2005;
Silva Sobrinho, 2009; Santos, 2010) e a producdo vegetal (Silva Sobrinho, 1996; Assis &
Mancio, 2009; Silva Sobrinho, 2009).

2.2.1. Sistemas de producéo a pasto

A ovinocultura, assim como a bovinocultura, por se tratarem de sistemas de
producdo de ruminantes, apresentam a pastagem como a base alimentar. Sistemas de producéo
a pasto podem ser empregados desde formas mais extensivas, com pastagens de baixa
produtividade e pouco uso de insumos, ou de formas mais intensivas, com pastagens de alta

produtividade e suplementacdo alimentar em pasto ou em confinamento (Cezar et al., 2005;



Poli & Osdrio, 2014). O aumento da producdo a pasto, para atender ao crescimento iminente da
demanda por produtos de origem animal, pode ser atingido através de incorporacdo de novas
areas de pastagens ao sistema de producdo ou aumentando a produtividade das areas ja

existentes no sistema, simultaneamente ou ndo (Martha Jr. et al., 2012).

Na pecuaria, em particular a de corte, € possivel se produzir com baixa
eficiéncia, de forma extensiva, sem o devido manejo para manutengdo ou intensificacdo de
pastagens, o que pode induzir, em sistemas de menor tecnificacdo, a busca pelo aumento na
producdo através da ampliacdo das areas de pastejo (Dias-Filho, 2011). A ocupacéo inadequada
de areas com baixa fertilidade, utilizando, em geral, forrageiras de valor nutricional
insatisfatdrio, constitui grande desvantagem na producdo pecudria tropical, tanto em aspectos
produtivos quanto ambientais, causado ndo sé pela auséncia de manejo dos solos, mas também

por praticas inadequadas (Bustamante et al., 2012; Vitoria et al., 2014).

A baixa produtividade também € influenciada pela senescéncia das forragens e
pela alta pressdao de pastejo, que além de propiciar a queda da fertilidade e a degradacdo dos
solos, pode gerar impactos ambientais generalizados (Ferreira et al., 2013), principalmente
associados com a producdo direta ou indireta de gases de efeito estufa (GEE) oriundos da
derrubada e queimada de vegetacdo nativa para implementacdo ou manutencdo de areas de

pastagem, da fermentacdo entérica e dos dejetos animais (Bustamante et al., 2012).

2.3.Gases de Efeito Estufa na Producéo Agricola

Os gases de efeito estufa (GEE), como o prdéprio nome sugere, atuam como
retentores de calor e, consequentemente, exercem papel altamente significativo no aquecimento
global. Os GEE sdo gases presentes na atmosfera terrestre que possuem propriedade de reter
parte da irradiacdo infravermelha, auxiliando na regulacdo climatica do planeta (MCT]I, 2010).
Eles ocorrem naturalmente na atmosfera, porém as atividades humanas vém acentuando sua
concentracdo, principalmente de dioxido de carbono (COz), metano (CH4) e 0xido nitroso
(N20) (USEPA, 2015).

A principal origem do aquecimento global é o aumento nas emissdes de origem

antropogénica de GEE, onde o dioxido de carbono (CO2) representa 76 % destes gases, 0



metano (CHs) 16 % e o oxido nitroso (N20) 6 % (IPCC, 2014a). A producdo agricolal,
responsavel por 24 % das emissbes de GEE de origem antropogénica (IPCC, 2014b), é grande
responsavel pela emissdo do CHse do N2O, principalmente devido ao CH4de origem entérica,
dos dejetos animais e da produgdo de arroz, e do N2O oriundo também dos dejetos animais, mas

principalmente da adubacdo e manejo de solos (FAO, 2013; IPCC, 2014).

O aumento na concentracdo de CO: se deve, principalmente, a queima de
combustiveis fdsseis, producédo de cimento e mudanca no uso do solo, principalmente com o
desflorestamento (IPCC, 2013). Nos Estados Unidos, como exemplo de pais altamente
industrializado, a queima de combustiveis fosseis representa 93,8 % da emissdo do gas
(USEPA, 2015). No Brasil em 2005, diferente dos paises mais industrializados, a principal fonte
de emissdo do CO- foi a mudanca do uso da terra (74,6 % da emissdo de COy), sobretudo a
conversdo de florestas para uso agropecuario (MCTI, 2010), e atualmente, a principal fonte de
emissdo do CO- € o setor de geracdo de energia elétrica que corresponde a 64,7 % da emissao
do gas (MCT]I, 2014).

As principais fontes antropogénicas de emissdao de CHas, além das atividades
agricolas, sdo: a emissao na extracdo de combustiveis fosseis, sobretudo sistemas de gas natural;
aterros; e a extracdo de carvéo (IPCC, 2013; USEPA, 2015). Nos Estados Unidos a producao
pecudria representou apenas 35,5 % da emissao total de CH4 (25,7 % fermentagdo entérica e
9,8 % do manejo de dejetos) registrada pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana,
que foi de 647,6 teragramas de CO> equivalente (Tg COz Eq.), seguido pelos sistemas de gas
natural e aterros, responsaveis por 23,8 % e 17,8 % da emissdo do gas, respectivamente, em
2012 (USEPA, 2015). No Brasil, também em 2012, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdo (MCTI), na segunda edigdo das estimativas anuais de emissdes de gases de efeito
estufa, relatou apenas o setor pecuario como responsavel pela emissdo de 77,4 % da emissdo
total de CHa4 (71,3 % fermentacdo entérica e 6,1 % do manejo de dejetos) dos 349,7 Tg CO-
Eq. de CH4 emitidos no pais, no mesmo ano de 2012 (MCT]I, 2014).

As emissdes de N2O sdo mais dificeis de estimar devido a heterogeneidade da
metodologia no tempo e no espaco da estimativa, que consiste em escalonamento de medigdes
de fluxo na superficie que pode ocorrer tanto em ambientes terrestres quanto ambientes

aquaticos (IPCC, 2013). O relatério do IPCC (2013) ainda afirmou que essas emissdes sao de

1 A producdo agricola nesse caso, segundo o IPCC (2014a), engloba a agricultura, pecuaria, silvicultura e
também outros usos do solo que abrangem queimadas e desmatamentos, para o uso agricola ou ndo.



carater secundario, decorrente do acumulo do nitrogénio oriundo do uso agricola,
principalmente na utilizac&o de fertilizantes e esterco na adubacdo, utilizacdo de combustiveis
fosseis e atividades industriais. Tanto nos Estados Unidos, 75,6 % (USEPA, 2015) quanto no
Brasil, 82,3 % (MCTI, 2014) do N20O séo oriundos da aplicagdo de fertilizantes sintéticos e
esterco animal, porém no Brasil a principal porcdo € decorrente de dejetos animais, 65,9 %,

enguanto que nos Estados Unidos ocorre o inverso, onde 72,8 % ¢ oriundo do manejo de solos.

2.3.1. Potencial de aquecimento global

Pela necessidade de se avaliar e comparar a capacidade de cada gas reter o calor
na atmosfera e influenciar o aquecimento do planeta o Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climéticas (IPCC) da Organizacdo Mundial de Meteorologia (WMO) introduziu o
termo Potencial de Aquecimento Global (GWP) como uma maneira de viabilizar essas analises
(IPCC, 1995).

A metodologia utilizada para estimar o0 GWP consiste em tomar como base a
capacidade de 1 kg de um GEE referéncia reter calor, no caso o CO, devido a sua maior
abundancia na atmosfera, e comparar a retencdo exercida por 1 kg de um outro GEE que se
deseja confrontar. A capacidade do gas comparado é relatada em teragramas de CO; equivalente
(Tg CO2Eq.) para um determinado horizonte de tempo; o IPCC adota 20, 100 e 500 anos sendo
0 horizonte de 100 anos o mais utilizado (USEPA, 2014; IPCC, 2001).

O quarto relatério do IPCC (AR4), publicado no ano de 2007, ainda trazia
valores de GWP que foram descritos primeiramente no segundo relatorio, autorizado em 1995,
porém ja se propunha algumas correcfes nos valores de referéncia do GWP (IPCC, 2007). A
partir de 2013, com a publicacdo do quinto relatério do IPCC (AR5), uma nova atualizacao foi
feita nos valores de referéncia para GWP, levando em consideracdo estimativas de duracdo de

vida na atmosfera e eficiéncia radiativa dos GEE (IPCC, 2013), conforme a tabela 1.1.
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Tabela 1.1. — Valores de referéncia no Potencial de Aquecimento Global (GWP) do metano
(CHa) e do oOxido nitroso (N20) em relagdo ao dioxido de carbono (CO3). Fonte: adaptado de
IPCC (2001; 2007; 2013)

GEE AR2 — 1995 ARS3 - 2001 AR4 — 2007 AR5 —-2013
CO2 1 1 1 1

CHa 21 23 25 28
N20 310 296 298 265

GEE — Gases de Efeito Estufa

AR2 —1995: valor de GWP para horizonte de 100 anos do segundo relatério do IPCC
AR3 —2001: valor de GWP para horizonte de 100 anos do terceiro relatério do IPCC
AR4 —2007: valor de GWP para horizonte de 100 anos do quarto relatorio do IPCC
AR5 —2013: valor de GWP para horizonte de 100 anos do quinto relatério do IPCC

Apesar das atualizagdes anteriores as datas de publicacdo do inventario de
emissdes e sumidouros de GEE do Brasil (MCTI, 2014), bem como a ultima atualiza¢do do
sistema de dados FAO (2015), realizada em 2013, os valores utilizados para determinacdo GWP
foram os publicados ainda no segundo relatério do IPCC (AR2), em 1995. Os Estados Unidos,
até 0 ano de 2014 (USEPA, 2014), também utilizava os valores de 1995 do AR2, porém em
2015, em seu inventario de emissdes e sumidouros de GEE, os valores de GWP foram
atualizados pelas referéncias do AR4 (USEPA, 2015).

Em termos de emissdo total o Estados Unidos, responsavel pela emissdo de
6.545,10 Tg de CO2Eq em 2012 (USEPA, 2015), emitiu 5,44 vezes mais GEE quando
comparado ao Brasil que emitiu 1.203,40 Tg de CO2Eq no mesmo periodo (MCT]I, 2014). Desse
total, em ambos 0s paises, 0s gases que mais contribuem em termos de GWP sdo 0 CO2, 0 CHa
e 0 N20, respectivamente, porém com teores de participagdo diferentes, conforme expresso na
figura 1.2. A maior emissdo de GEE pelos paises industrializados constantes no Anexo | do
Protocolo de Quioto, 18.845,34 Tg de CO:Eq, quando comparado aos paises menos
desenvolvidos, 252,11 Tg de CO2EqQ no ano de 2010 também evidencia a maior emissdo de
GEE pelos paises industrializados, responsaveis por 40 % da emissdo total global, quando
comparados aos paises menos desenvolvidos, que contribuem com pouco mais de 0,51 % do
GWP mundial (FAO, 2016).
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Figura 1.2. — Contribuicdo dos principais Gases de Efeito Estufa (GEE) no Potencial de
Agquecimento Global — (adaptado de MCTI, 2014; USEPA, 2015)

Brasil Estados Unidos

H CO2

HCH4
N20
Outros GEE

2.4.Ecossistema e microbiota ruminal

O rimen é um ambiente anaerdbico habitado por uma microbiota bastante
diversificada composta principalmente por bactérias, protozoarios, fungos, Archaea
(metanogénicos) e bacteridéfagos que, em simbiose com seus hospedeiros, se desenvolveram ao
longo de milhdes de anos desempenhando fun¢Ges metabdlicas essenciais & salde e a nutrigdo

dos ruminantes (Morgavi et al., 2010).

As bactérias, que possuem tamanho variando de 1 a 5 um, se apresentam em
maior ndmero sendo encontradas de 10°a 10'° bactérias/mL de contetido ruminal (McDonald
et al., 2011) ndo devendo ser a populacdo bacteriana inferior a 10° /g de contetido ruminal
(Arcuri et al., 2011) e divididas em pelo menos 353 filotipos (Yu et al., 2006) sendo que alguns
autores ja relataram até 400 filotipos isolados do rimen (Morgavi et al., 2010; Arcuri et al.,
2011). Além de apresentarem o maior nimero de individuos, a populacdo de bactérias também
é a que apresenta maior habilidade metabdlica capazes de fermentar carboidratos estruturais e
ndo-estruturais, principalmente; aminoacidos e peptideos; e lipidios produzindo os &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) (Allison, 1996; Arcuri et al., 2011).

Os protozoarios apresentam uma populacio de 10%/mL de contetido ruminal
estdo presentes no rimen em menor nimero quando comparados as bactérias (McDonald et al.,
2011) mas devido ao seu tamanho bem maior, variando de 20 a 200 um (Arcuri et al., 2011),
correspondem a 50% da biomassa ruminal (Newbold et al., 2015). Apesar da importancia dos
protozoarios em processos digestivos como a estabilidade do processo fermentativo ruminal e
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do pH, facilitagdo da digestdo da MO e da fibra (Arcuri et al., 2011; Tymensen et al.; 2012)
eles ndo sdo essenciais ao ecossistema ruminal nem ao bem-estar de ruminantes (Nguyen et al.,
2016). Animais defaunados (eliminacdo dos protozoarios ruminais) apresentam melhores
indices de desempenho produtivo, como maiores taxas de crescimento e ganho médio diario
(Newbold et al., 2015; Nguyen et al., 2016) e menor produgdo de CH4 (Tymensen, et al., 2012;
Guyader et al., 2014).

O dominio Archaea, representado no rumen pelos metanogénicos, unificados
como produtores de CHa (assunto abordado no tépico Emissdo de Metano por Ruminantes),
pois apesar de possuirem outras caracteristicas como: membranas celulares monolipidicas
ligadas por éter (Barber, 2007), presenca de algumas coenzimas e carreadores de elétrons raros,
bem como particularidades relacionadas a0 RNA e DNA, essas caracteristicas ainda ndo séo
muito conhecidas por requererem cuidados especiais no cultivo e estudo delas (Mackie et al.,
2013).

Ha ainda os fungos que, capazes de degradar a quitina e a queratina (Arcuri et
al., 2011) e o conteudo lignificado da parede celular (Sekhavati et al., 2009), sdo responsaveis
pelo rompimento fisico e enzimatico do material vegetal ampliando a superficie disponivel para
a colonizagdo bacteriana resultando em um incremento na degradagdo da parede celular
(Gruninger et al., 2014); e os virus que apresentam importante papel na transferéncia de genes
e equilibrio da microbiota, porém a respeito dos bacteriéfagos presentes no rimen, pouco se
sabe dos tipos de virus presentes e sua interacdo com a microbiota ruminal, além da importancia
na transferéncia horizontal de genes entre Archaea, bactérias e protozoérios, transmitindo desde
a resisténcia a antibioticos entre bactérias, até a transmissdo de informacdo genética para

producdo de polisacaridoses das bactérias para os protozoarios (Miller et al, 2012).

O processo fermentativo ocorrido no ramen é resultado da relacdo de
mutualismo presente entre a microbiota e o ruminante, onde o hospedeiro proporciona a entrada
e a motilidade de alimentos e nutrientes (bicarbonato, fosfato e ureia) no sistema, regulacao de
temperatura (38-42 °C), controle do pH (5.5-7.0) através da alta producao de saliva (até 16 L/d
em ovinos e até 180 L/d em bovinos) com pH alcalino (8,1); e os microrganismos proporcionam
a digestdo das células de origem vegetal (celulose e hemicelulose) gerando acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) que séo responsaveis por 60-80% da energia dietética dos ruminantes, a
sintese de proteina microbiana a partir do nitrogénio disponivel no rimen e a sintese de
vitaminas do complexo B e K (McDonald et al., 2011; Furlan et al., 2011; Mackie et al, 2013).
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2.5.Emissdo de Metano por Ruminantes

A emissdo de CH4 tem se tornado alvo de varios estudos minuciosos, ndo s6 na
area ambiental por ser um potente GEE, mas também relacionados a perda energética do
alimento provocada na sintese de CHs e que poderia ser melhor utilizada na converséo de
produtos de origem animal (Madsen e Bertelsen, 2012). Os ruminantes s&o a categoria animal
em maior destaque quando se levam em consideracdo a emissao de CHa, pois, apesar de serem
a maior fonte de emissdo desse GEE (Lassey, 2007; MCTI, 2014; USEPA, 2015), sdo a
categoria onde se apresentam a maior intensividade de pesquisas e esfor¢os sendo realizadas

para a reducgdo na emissdo de CH4 (Madsen e Bertelsen, 2012).

O metano entérico é produzido a partir do CO2 e do H presentes no rimen em
condigdes anaerdbicas pelo metabolismo de microrganismos metanogénicos denominados
Archaea (Eckard et al., 2010; Broucek, 2014). A formacdo do CHa4 pelos metanogénicos
Archaea ocorre com a utilizacdo de apenas 3 substratos, o acetato, compostos metilicos e o
CO». Apesar de dois tercos do CH4 formado biologicamente ser gerado através do acetato, no
ramen a principal origem do CHs4 é a reducdo do CO> a CHas por metanogénicos
hidrogenotréficos (Liu & Whitman, 2008). O formato, através da conversdo por reacdo
enzimatica, também é um substrato importante na producéo de CHa, responsavel pela formacéo

de 18 % do metano de origem ruminal (Hungate et al., 1970; Cieslak et al., 2013).

A producdo de CH4 desempenha papel fundamental na fermentacéo anaerdbia,
evitando a queda de pH do ramen pela remogdo do excesso de hidrogénio (Hz) e de formato
(Liu & Whitman, 2008), para viabilizar o processo de degradabilidade da fibra (Zhou et al.,
2010), porém essa protecao natural contra a acidose pode representar perdas de 2 % a 12 % da
energia bruta do alimento ingerido, variando principalmente em decorréncia da quantidade de
carboidratos fermentados e da disponibilidade de H. nas regides do reticulo e do rimen
(Johnson e Johnson, 1995; Berends et al., 2014).

Outro fator que contribui para producdo do CH4 é a associagdo proxima que
existe entre 0os Archaea metanogénicos e 0s protozoarios; onde 0s protozoarios realizam alta
producdo de butirato e acetato, que liberam grande quantidade de H> no processo de
fermentagdo ruminal, e os Archaea metanogénicos utilizam metade desse H. produzido na
sintese de CH4 (Guyader et al., 2014). Apesar de animais defaunados apresentarem menor
producéo de CH4 (Newbold et al., 2015; Nguyen et al., 2016) a defaunacao néo ¢ indicada como
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estratégia de mitigacdo de CH4 devido a variabilidade encontrada nos resultados obtidos e o
fato de ndo se levar em consideracdo o efeito da diminuicdo de protozoarios na reducdo do

processo fermentativo das fibras (Hristov et al., 2013).

Murray et al. (1976)? constataram que aproximadamente 87 % do CHa4 entérico
produzidos em ruminantes tem origem ruminal e o restante tem origem na porcéo final do trato
gastrintestinal (TGI). Desse total, 95 % do CH4 produzido no rimen é eructado e 89 % do CH4
produzido na porc¢éo inferior do TGI é absorvido pela veia porta e excretado integralmente pelos
pulmd@es através das vias aéreas (expiracdo), totalizando aproximadamente 95 % do CHs
entérico produzido; o que vem enfatizar a importancia de estratégias nutricionais que venham

mitigar a produgao e emissao de CHg por esses animais.

2.5.1. Manipulacao da dieta como estratégia de mitigacdo do metano entérico

A manipulacédo da dieta tem sido apontada como um meio eficiente de diminuir
a emissdo de metano em ruminantes. Neste sentido os carboidratos soluveis, ou racdes baseadas
em cereais reduzem a relacdo acetato:propionato, pois o processo digestivo de alimentos
volumosos potencializa a producdo de &cido acético, enquanto a ingestdo de alimentos
concentrados proporciona um aumento do &cido propidnico (Na et al., 2013; Hristov et al.,

2013), esse processo tende a minimizar a producgdo de metano no trato.

Existe uma relacdo clara entre degradabilidade de matéria organica, consumo
energético e o padrdo fermentativo ruminal, onde a inclusdo de carboidratos prontamente
degradados no rumen tendem a reduzir o pH ruminal, elevar o teor de propionato e reduzir a
relacdo acetato:propionato o que favorecera uma reducgdo na producdo de CH4 entérico (Hristov
et al., 2013), demonstrando a importancia da manipulacdo da dieta na reducdo da emissdo de

CHa por ruminante.

Outros fatores como a taxa de passagem e a digestibilidade dos alimentos
(USEPA, 2015) influenciam a produ¢do de metano. Quanto maior o tempo de permanéncia do
alimento no rimen, ou seja, quanto menor for a qualidade do alimento, ou maior for o tamanho

de sua particula, mais elevada sera a producdo de metano. Na et al. (2013), avaliando o efeito

2 Apesar de, supostamente antigo, 0 modelo sugerido por Murray et al. (1976) ainda é o mais utilizado quando se
leva em consideragdo a emissdo de metano entérico por ruminantes, como pode-se ver, por exemplo, nos
recentes trabalhos Mufioz et al. (2012), Berends et al. (2014), Hammond et al. (2016).
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da inclusdo de volumoso de melhor qualidade e a relacdo de volumoso:concentrado na dieta,
encontraram emissdes de CHy até 25 % inferiores ao substituir o roldo de milho pela silagem

de milho e alterar a relagéo concentrado:volumoso de 40:60 para 60:40.

Tendo em vista a capacidade dos ruminantes de transformar forragens de baixo
valor nutricional para o consumo humano em alimentos nobres como o leite e a carne, ao custo
inevitavel da emissdo de metano, devem-se buscar alternativas para minimizar esta perda por
meio de substancias artificiais ou naturais, favorecendo o uso de volumoso na dieta dos
ruminantes. Uma forma que vem sendo pesquisada é o uso de tanino como agente mitigador de
metano, fruto do metabolismo secundario dos vegetais, tem acdo de defesa contra bactérias,
fungos e consumo de herbivoros (Guimaraes-Beelen et al., 2006; Hristov et al., 2013), porém
em pequenas quantidades pode modular o processo fermentativo no rimen e favorecer a
reducdo da producdo de gases devido a melhor sintese microbiana e a sincronizagéo da liberagéo
dos nutrientes (Makkar, 2003).

O manejo nutricional com a presenca de leguminosas disponibiliza, pelo menos,
dois fatores que, segundo Louvandini et al. (2011), proporcionam a reducdo na producéo de
metano entérico, devido a melhora na qualidade nutricional do alimento e a presenca de taninos,
principalmente quando comparadas a gramineas. Archimede et al. (2011) sugerem a incluséo
de leguminosas na dieta como uma estratégia viavel na reducdo da emissdo de CH4 em

ruminantes.

2.5.2. Utilizacao de forrageiras leguminosas

Em animais a pasto pode-se reduzir em até 28 % a producdo de CH4 apenas com
a melhora na qualidade das forragens ofertadas a ruminantes (Cottle et al., 2011), onde os
principais entraves sdo as baixas digestibilidade e qualidade dos alimentos, bem como o balango

nutricional inadequado.

A introducdo de forrageiras leguminosas também vem se mostrando uma
alternativa viavel, pois a utilizagdo dessas forragens viabiliza tanto alimento de melhor
qualidade para os animais, disponibilizando nitrogénio (N) e outros nutrientes essenciais,
suprindo a menor disponibilidade de nutrientes das gramineas tropicais (Boval & Dixon, 2012),

quanto a melhora da nutricdo dos pastos, quando consorciadas as gramineas, possibilitando
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fixacdo bioldgica de N por meio da simbiose com bactérias do género Rhizobium no solo e

consequentemente, garantido maiores ganhos por animal/area (Valentim e Carneiro, 2001).

Desta forma, a pastagem consorciada requer alguns cuidados, levando-se em
consideracdo principalmente o manejo agronémico que priorize a leguminosa, favorecendo seu
desenvolvimento e produtividade (Jerba et al., 2004). Outro fator que pode reduzir a
persisténcia de leguminosas em pastagens consorciadas é a aceitabilidade das forrageiras
utilizadas (Camarao e Azevedo, 2005), bem como a diferenga na seletividade interespécies,
onde ovinos sdo mais seletivos que bovinos, em decorréncia da forma de preenséo alimentar, e
consumirdo preferencialmente a forrageira de maior aceitabilidade em detrimento da outra
(Silva Sobrinho, 2006); e intra espécie, como em ovinos, onde os lanados, que apresentam
comportamento de pastejo coletivo mais arraigado e preferéncia por pastos mais rentes ao solo,
tendem a ser menos seletivos do que os deslanados, que preferem porte de pastejo mais

arbustivo e buscam explorar mais o pasto individualmente (Valverde, 2000).

Visando minimizar problemas de persisténcia da leguminosa em sistemas de
pastejo consorciado, a introducao de leguminosas no sistema de pastejo pode ser feita na forma
de monocultivo, onde se perde o beneficio da adubacdo de N para as gramineas, porém se
assegura uma maior permanéncia da leguminosa sob pastejo, principalmente na criacdo de
espécies mais seletivas, como ovinos e caprinos. Uma maneira de se propiciar de forma
econbmica e satisfatoria 0 acesso a leguminosas sdo 0s bancos de proteina ou pastejos
periodicos, onde o animal permanece de 1 a 2 horas diarias a cada 2 ou 3 dias, propiciando o
acesso animal a forrageiras de maior qualidade nutricional, garantindo produtividades

satisfatorias (Camardo e Azevedo, 2005).

A utilizacdo de leguminosas, tidas como forragens de qualidade superiores na
alimentacdo animal, podem apresentar uma alternativa importante, principalmente como fonte
de proteina, em locais aridos onde se torna quase que a totalidade dos alimentos ingeridos por
animais criados nessas regides (Seresinhe e Pathirana, 2003). Porém o teor nutricional dessas
forragens pode estar sujeito a fatores de natureza quimica (metabdlitos secundarios), ou de
natureza fisica (estrutural), que podem interferir na digestibilidade, na aceitabilidade desses
alimentos e, no caso dos metabdlitos secundarios, até se tornarem antinutricionais e inibirem a
fermentacao bacteriana podendo atingir niveis de toxicidade (Jerba et al., 2004; Njidda, 2010).

Os principais metabdlitos secundarios sdo os alcaloides; os terpenoides, onde se encontram
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incluidas as saponinas; e compostos fendlicos, principalmente a lignina e o tanino (Jerba et al.,
2004).

Tadele (2015) ainda ressaltou a importancia dos inibidores de protease como a
classe de fatores antinutricionais mais comumente encontrada em plantas, inclusive nas
sementes, mas que alguns desses fatores antinutricionais pode ser usada de forma benéfica,
como por exemplo: o indicio anticancerigeno que os inibidores de protease exerceram em
pancreas de animais; resultados de reducdo de colesterol, anticancerigenos e antioxidantes das
saponinas; e os efeitos antiparasitarios, incremento na eficiéncia de utilizacdo proteica, melhora
na qualidade dos produtos de origem animal e desempenho dos animais e reducdo de CHa

entérico dos taninos.

2.5.2.1.Mucuna-preta (Stizolobium aterrimum)

Esta leguminosa estolonifera, originaria das Antilhas (Seno et al., 1996), apesar
de ser anual pode se tornar endémica na regido utilizada devido ao seu vigor no crescimento e
na producdo de sementes. Tem sido muito utilizada no plantio consorciado com o milho devido
a qualidade e a quantidade de fitomassa, produzindo uma Otima cobertura de solo com
excepcional qualidade (Arf et al., 1996). Além do seu potencial como adubo verde o seu répido
estabelecimento e capacidade de cobertura de solo sdo capazes de controlar o surgimento de

plantas invasoras, bem como evitar processos de erosdo (Whitmore, 2000).

Devido sua excelente composicdo bromatoldgica, digestibilidade, e sua
facilidade de manejo apresenta enorme potencial forrageiro, podendo ser também fornecida na
forma de silagem ou feno (Whitmore, 2000) apresentando elevada aceitabilidade, tanto verde
guanto enfenada, por bovinos (Seno et al., 1996) e por ovinos (Silva Sobrinho, 2006 e 2014).
As sementes e vagens moidas sdo Otimo alimento concentrado, rico em nitrogénio e
carboidratos (Seno et al., 1996). A composicdo bromatoldgica de alguns componentes da

mucuna-preta pode ser observada na tabela 1.2.
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Tabela 1.2 — Principais componentes bromatoldgicos da mucuna-preta (Stizolobium aterrimum)
em g/kg de MS.

PB FDN FDA CFT 1T TC Fontes

176 - - — — - Borges et al. (2003)
90 714 555 - - - Nascimento & Silva (2004)
188 463 292 - - - La O et al. (2006)
250 678 - 24 - - Savon et al. (2007)
257 680 440 55 38 20 Longo (2007)
176 - - — — - Bueno et al. (2007)
257 463 292 21 - 23 Delgado et al. (2010)
241 496 - 55 39 20 Abdalla et al. (2012)
241 637 412 55 38 20 Longo et al. (2012)
98 822 645 72 48 46 Moreira et al. (2013)

Valores médios

197,40 619,13 439,33 47,00 40,75 25,80
PB — proteina bruta; FDN — fibras em detergente neutron; FDA — fibras em detergente acido; CFT — compostos
fendlicos totais; TT — taninos totais; e TC — taninos condensados.

Os valores nutricionais encontrados por Savon et al. (2007) para a mucuna-preta
foram de 25 % de PB e 67,8 % de fibra em detergente neutro (FDN). Com relacdo aos
compostos fendlicos, eles ndo foram quantificados, apenas classificados pelos autores em
quatro categorias (ausente, baixo, moderado e abundante), sendo a mucuna categorizada como

moderada.

La O et al. (2006) testando a digestibilidade e a composi¢do quimica da mucuna-
preta in situ com bovinos encontraram valores de 18,82 % de PB, 46,33 % de FDN, 29,18 %
de fibra em detergente acido (FDA) e 2,36 % de compostos fendlicos totais (CFT), porém os
autores trabalharam apenas com folhas e peciolos. Longo (2007) relatou valores de 25,72 % de
PB, 67,98 % de FDN, 43,97 % de FDA, 5,5 % de CFT, 3,8 % de taninos totais (TT) e 2 % de

taninos condensados (TC).

Borges et al. (2003) e Bueno et al. (2007) encontraram, em valores convertidos
a partir do teor de N, aproximadamente 17,6 % de PB, em analises para a cobertura de solos.
Nascimento & Silva (2004), objetivando a fertilidade dos solos, encontraram valores de 9,02 %
de PB, 71,39 % de FDN e 55,46 % de FDA, porém os autores ndo utilizaram adubacéo mineral

e nem corretiva.

Delgado et al. (2010), também avaliando o potencial de plantas tropicais em
reduzir a producéo entérica de CHa, encontraram valores de 25,69 % de PB, 46,33 % de FDN,
29,18 % de FDA, 2,14 % de CFT e 2,30 % de TC, classificando a mucuna com alto nivel de



19

TC, porém com baixo nivel de saponina, e também encontraram resultado positivo utilizando a

mucuna como alimento mitigador de CH4 em ensaios in vitro.

Moreira et al. (2013), buscando a utilizacdo de leguminosas taniniferas como
potenciais alimentos mitigadores na emissdo de CH4 entérico, encontraram valores de 9,79 %
de PB, 82,23 % de FDN, 64,48 % de FDA e em relacdo aos compostos fendlicos, 7,16 % CFT
e 4,75 % de TC e observaram uma tendéncia da mucuna em mitigar a producao de CHa entérico,
quando comparado as demais leguminosas testadas (Leucaena leucocephala e Mimosae
Caesalpiniaefolia Benth). Isso vem demonstrar o grande potencial forrageiro dessa leguminosa,
que aliada com o tanino em sua composic¢ao, se mostra excelente op¢do na alimentacao de

ruminantes.

2.5.3. Taninos

Taninos sdo substancias polifendlicas com variados pesos moleculares e
complexidades. Inicialmente identificados em duas classes: hidrolisaveis e condensados
(Krueger, et al., 2010). Os taninos hidrolisaveis (TH) sdo mais encontrados em folhas, frutos e
galhos de dicotiledoneas enquanto os taninos condensados (TC) sd@o mais facilmente

encontrados por toda a planta (Bhat, et al. 2013).

Os taninos podem apresentar efeitos adversos na produgédo animal que irdo variar
de acordo com o tipo e o estado fisioldgico do animal, a composicdo da dieta, bem como em
funcdo da diferenca entre cultivares e o grau de desenvolvimento fisioldgico das plantas
taniniferas, além da influéncia de fatores externos, como os aspectos ligados ao ambiente e ao
clima (Frutos et al., 2004; Louvandini et al., 2011). A principal propriedade dos taninos é sua
propensdo em formar complexos quimicos (Bhat et al., 2013) apresentando forte afinidade por
moléculas proteicas, acarretando a mobilizacdo de proteinas de origem alimentar e enzimas
(Seresinhe e Pathirana, 2003; Bhat et al., 2013), principalmente em meio aquoso (Makkar,
2003) e em pH ruminal (Jones e Mangan, 1977; Bhat et al., 2013).

Algumas das consequéncias conhecidas do tanino sdo a reducdo da
aceitabilidade dos vegetais; a reducdo do potencial de utilizacdo dos nutrientes, principalmente
a proteina; a diminuigdo no desenvolvimento animal; e o retardo no funcionamento de algumas
enzimas (Makkar, 2003). Frutos et al. (2004) relataram que a reducdo na aceitabilidade pode

estar relacionada a reagédo adstringente diretamente nos receptores gustativos ou devido a reagdo
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entre o tanino e muco-proteinas salivares, com excec¢do dos complexos formados entre o tanino
e as proteinas ricas em prolina, que sdo estaveis em todo pH do trato digestivo, 0 que parece
inibir o efeito negativo na palatabilidade. Em animais seletores a secrecdo de proteinas ricas em
prolina ocorre constantemente, ja& em ovinos ocorre somente com a ingestdo de taninos e em

bovinos ocorre a secrecdo de outras proteinas com afinidade por tanino (Frutos et al., 2004).

Os efeitos desejaveis que estdo sendo estudados sdo a liberagdo gradual de
nutrientes (Louvandini et al., 2011), o incremento na sintese de proteinas microbianas quando
associado ao polietilenoglicol (PEG) (Makkar, 2003; Ben Salem et al., 2004), protecdo de
proteina com melhora digestiva dos alimentos por ruminantes, principalmente devido a maior
disponibilidade de aminoacidos para absorcdo no intestino delgado, aprimorando ganho em
peso, maior producdo de leite com teores de proteina e lactose do leite mais elevados, reducédo
do timpanismo ocasionado no pastejo excessivo de leguminosas (Frutos et al., 2004), e o
potencial na reducdo na producéo de gases (Makkar, 2003; e Moreira et al., 2013), além da acdo
antiparasitaria, principalmente anti-helmintica (Maciel et al., 2006; Max et al., 2009; Ramirez-
Rastrepo, 2010; Louvandini et al., 2011; Hoste et al., 2015; Lopes et al., 2016).

Segundo Makkar (2003) taninos purificados de diferentes espécies, em mesmas
concentragdes, produziram diferentes efeitos de diversas magnitudes na producéo de gases, e
Frutos et al. (2004) relataram a forte influéncia de fatores ambientais e climaticos, como o
estagio de desenvolvimento da planta, a alta temperatura, o estresse hidrico, solos de baixa
qualidade e a intensidade de luz, na formacdo de tanino. Além dos fatores j& mencionados,
ainda citaram que em situacdes extremas de desfolhacdo, como ataque de insetos e pastejo
severo por exemplo, os niveis podem ser momentaneamente elevados para tentar evitar o risco
para o vegetal (Seresinhe e Pathirana, 2003; Bhat et al., 2013).

De acordo com o descrito por Makkar (2003) e Seresinhe e Pathirana (2003) os
niveis de tanino condensado (TC) na dieta de até 4 %, e de acordo com o descrito por Frutos et
al. (2004), niveis até 5 %, refletiram os efeitos benéficos da utilizagdo do composto; valores
entre 5 % e 9 % resultaram em efeitos adversos; acima de 9 % Seresinhe e Pathirana (2003)
relataram niveis com risco de toxicidade e até letalidade. Bhat et al. (2013) verificaram que
consumo de taninos por ruminantes em valores acima de 5 % da MS proporcionam reducéo do
consumo e diminuicgéo da performance dos ruminantes; essa redugdo na produgéo pode ocorrer
também devido a formacao de complexos com proteinas que podem se tornar indigeriveis pelos

animais.
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Existe a possibilidade de se evitar ou reduzir os efeitos negativos do tanino, quer
de plantas com elevado nivel tanico para fornecimento a animais, quer para avaliacdo do efeito
do tanino na produg¢ao animal. Sao relatados como meios de “destanificacao” o corte das folhas
e armazenamento antes do fornecimento para os animais, umedecimento do alimento com
solugdes alcalinas (que podem ser preparadas com cinza de madeira), adicdo de ureia para o
armazenamento (Makkar, 2003; Frutos et al., 2004; Bhat et al., 2013). Makkar (2003) ainda cita
solventes organicos e a fermentacdo com fungos dos alimentos, porém as formas mais eficazes
de inibicdo de taninos (Kumar e Singh, 1984; Makkar, 2003; Frutos et al., 2004; Bhat et al.,
2013) sdo a utilizacdo dos polimeros PEG e polivinilpirrolidona (PVP), que apresentam

afinidade superior aos taninos do que as proteinas.

2.5.3.1.Polietilenoglicol (PEG)

Os polimeros PEG e PVP, que apresentam alta afinidade ao tanino, sdo utilizados
como tratamento para se evitar os efeitos negativos do tanino na nutrigdo animal (Frutos et al.,
2004; Bhat et al., 2013). Essa afinidade conhecida por mais de 3 décadas (Makkar, 2003), mais
elevada do que a existente entre tanino e proteinas, evita a formacdo de complexos proteina-
tanino (Makkar, 2003; Seresinhe e Pathirana, 2003) e até possibilitando a liberacdo da proteina

dessas composi¢oes pré-formadas (Ben Salem et al., 2004; Frutos et al., 2004).

Segundo Makkar (2003), efeitos e consequéncias da utilizacdo do tanino, bem
como avaliagdes sisteméticas vém sendo realizadas visando comparar a eficiéncia entre esses
polimeros em formar complexos com o tanino e a afinidade entre o tanino e o PEG se mostrou
superior em relacdo a do PVP e o referido composto fenolico. Pode-se observar também na
utilizacdo em ensaios in vivo e in vitro do PEG, gue se apresenta em variados pesos moleculares
(de 2.000 a 35.000), obtiveram-se melhores respostas in vivo com o PEG 6000 por ser mais
efetivo em se ligar aos taninos em valores de pH neutros, apesar de varios ensaios terem sido
realizados com PEG 3500-4000, e in vitro ndo houve diferencga nos resultados utilizando o PEG
com pesos moleculares entre 4000 e 6000 (Makkar et al., 1995; Makkar, 2003; Jayanegara et
al., 2015).

A utilizacdo do PEG 4000 se mostrou eficaz na destanificacdo de folhas de
acacia, que tem baixos teores nutricionais e é rica em taninos, melhorando a disponibilidade de

proteinas e contribuindo para o desempenho animal satisfatorio, esperado para ovinos nesse
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cenario (Ben Salem et al., 2004). A utilizacdo do PEG vem se mostrando eficaz também em
ensaios experimentais, in vivo e in vitro, visando averiguar o efeito dos taninos naturais das
plantas, condensados ou hidrolisaveis, ou administrados na forma de acido tanico ou extrato de

TC obtido a partir da &rvore quebracho (Frutos et al., 2004).

O PEG pode ser administrado misturado ao concentrado, na &gua, borrifado
sobre os alimentos ricos em tanino (Ben Salem et al., 2004), ou ainda, incluso junto a agentes
de peletizagdo, em alimentos que contenham tanino ou na forma de blocos para lamber,
semelhantes aos de sal mineral, ou intraruminalmente, porém esta técnica é pouco efetiva
(Makkar, 2003). A quantidade de PEG a ser administrada in vivo, além de variar de acordo com
a forma na utilizacdo, também sofre influéncia da espécie animal a ser utilizada. Silanikove et
al. (1996) comparando os dados obtidos para caprinos com os dados publicados para ovinos
(Silanikove et al., 1994), em ambos os casos consumindo a alfarroba, relataram que a dosagem
em caprinos, que sao animais seletores, para atingir o maximo consumo, 10 g de PEG diérios,
foi muito menor do que em ovinos, 50 g de PEG diarios, porém 25 g ja seriam suficientes para

trazer resultados estatisticamente semelhantes.

Em geral, visando assegurar ao méaximo a inibi¢do TC, os trabalhos seguem a
relacdo PEG:TC de 1,5:1 proposta por Waghorn (1990), como pode-se observar em: Priolo et
al. (2000), com 40 g de PEG por kg de dieta contendo 2,5 % de TC totais; Vasta et al. (2007),
com 42 g de PEG por kg de dieta contendo 2,7 % TC; Tshabalala et al. (2013), que pulverizou
40 kg de frutos da Acacia nilotica, com 4,4 % de TC, com solucdo de 2,7 kg de PEG; Soltan et
al. (2013) que utilizou 20 g de PEG para, aproximadamente, cada 13,55 g de TC de leucena
ingerido.

Jaem ensaios in vitro a melhor relagdo PEG: TC tem se mostrado a 1:1, conforme
pode ser visto nos ensaios conduzido por Getachew et al. (2001), e relatado por Makkar (2003).
Longo (2007), trabalhando com diferentes leguminosas, com variados niveis de TC, utilizou a
relacdo 1:1 PEG:amostra de leguminosa. Jayanegara et al. (2015), também utilizando variada
fontes de tanino, trabalharam com 750 mg de PEG para 410 mg de amostra (380 mg — 70 %

feno e 30 % concentrado, e 30 mg de tanino).
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2.6.Metodologias de Avaliagdo e Mensuracgdo na Emissao de Metano em Ruminantes

As estratégias de mitigacdo de metano devem ser balizadas nas estimativas de
emissdo do referido gas, de modo a demonstrarem a sua real eficdcia. Dessa maneira é
importante que metodologias confidveis de avaliacdo sejam analisadas, comparadas e
validadas, de forma a respaldarem os meios adotados para a reducdo na emissédo de CH4, bem

como imprimir confiabilidade aos dados gerados (Storm et al., 2012).

A quantidade de metano produzida por animais também pode ser estimada a
partir de modelos matematicos, que diminuiriam custos e tempo dispendidos em experimentos
de campo, porém ainda ha uma certa dificuldade na obtencéo de algumas variaveis, que ndo se
encontram facilmente disponiveis, principalmente no nivel dos sistemas de producdo, bem
como garantir a confiabilidade dos dados inseridos nos modelos (Kebreab et al., 2006; Ellis et
al., 2007; Sejian et al., 2011; Moraes et al., 2014).

Existem metodologias de mensuracdao de CHas in vivo e in vitro. Os métodos in
vivo sdo mais dispendiosos devido a utilizacdo e manutencdo de maior nimero de animais,
porém sdo mais abrangentes e detalhados, simulam situacGes praticas e podem utilizar poucos
ou até muitos animais para se gerar os dados de emissdo de metano almejados. O método in
vitro, que consiste em simular o processo de fermentagdo ocorrido no rimen sob condi¢des
controladas em laboratério, € menos oneroso e mais rapido, possibilitando respostas

semelhantes aos métodos in vivo (Storm et al., 2012).

Aferigdes precisas na emissdo de CHs séo necessarias para a construgdo dos
inventarios nacionais de emissdes de GEE e para balizar estratégias de mitigacdo e
desenvolvimento de protocolos (Moraes et al., 2014; Hammond et al., 2016). Desta maneira se
torna fundamental estabelecer a relacdo entre os métodos de avaliacdo de metano in vitro e in

vivo visando maior confiabilidade e precisdo nos dados gerados a serem utilizados.

2.6.1. Técnica in vitro de producéo de gases

Técnicas in vitro de producdo de gases foram desenvolvidas para estimar a
capacidade de fermentacdo de um determinado elemento, onde o gas produzido € um indicador
indireto da cinética de fermentacdo (Rymer et al., 2005). O principio basico da técnica in vitro

de producéo de gases (IVGPT) é simular a fermentacdo ruminal em condic¢Ges controladas,
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mantendo-se a temperatura ruminal de 39 °C e misturando o substrato (alimento a ser testado)
ao indculo (liquido ruminal), solu¢BGes tamponante e de minerais, possibilitando a determinagéo
do CHa in vitro atraves da mensuracdo e anélise do gas total (GT) produzido (Storm et al.,
2012). Como o substrato é primeiro degradado para posteriormente ser fermentado, é possivel
através da mesma analise se determinar a degradabilidade in vitro (IVD) do substrato e,
combinando os resultados da IVGPT e IVD, o teor do alimento que é fermentado e a

interferéncia desse processo na formagéo do CH4 (Rymer et al., 2005; Storm et al., 2012).

Os primeiros ensaios in vitro foram descritos a partir de McBee (1953) avaliando
a atividade microbiana a partir de mensura¢fes manomeétricas (respirometro de Warburg) e,
posteriormente, a técnica foi recebendo evolucBes em sua metodologia como a utilizacdo de
seringas e garrafas, a homogeneizacéo da parte liquida com a solida do in6culo ruminal e a
utilizacdo de transdutores semiautomaticos ou sistemas completamente automatizados,
possibilitando maior confiabilidade nos resultados, bem como a utilizagdo de um maior nimero
de amostras/variaveis nas analises (Getachew et al., 1998; Rymer et al., 2005; Storm et al.,
2012).

A IVGPT apresenta limitagdes como: ndo levar em consideragdo taxa de
passagem e a forma fisica da dieta, quantidade de matéria seca (MS) ingerida, e a incerteza de
se atingir um estagio estacionario (onde ndo ocorrem mudancas significativas na dindmica do
processo fermentativo); porém vantagens como: 0 menor custo quando comparado a analises
in vivo, menor tempo de duracdo dos ensaios, a capacidade de manutencdo do ambiente fisico
e quimico de degradacdo constante, e sua alta correlacdo entre a digestibilidade in vivo; fazem
com que a IVGPT seja a melhor opcdo para se testar alimentos antes de submeté-los a analises
in vivo (Bhatta et al., 2006; Bhatta et al., 2008; Storm et al., 2012; Hill et al., 2016)

2.6.2. Técnica in vivo do gés tracador — Hexafluoreto de Enxofre (SFe)

A técnica do gés tragador SFs que obteve adaptacdes e adequacOes as condicbes
brasileiras realizadas por Primavesi et al. (2004) foi inicialmente descrita por Johnson et al.
(1994) e consiste na inser¢do ruminal de capsula de permeacao previamente preenchida com o
gas tracador SFe, e pesadas repetidas vezes para se obter a quantidade de SFe emitida por cada
capsula. Em ovinos a emisséo das capsulas € menor que em bovinos e ndo de verao exceder 1,7
mg de SFe/dia (Lassey et al., 2001).
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As amostras de gas a serem analisadas por cromatografia gasosa séo captadas a
partir do focinho dos animais (eructacdo e expiracdo), por sistemas de regulacdo de fluxo e
tubos dispostos a partir de cabrestos que levam as amostras captadas as cangas (camaras de
pressdo negativa que captam e armazenam as amostras) que normalmente sdo fixadas ao
pescoco dos animais, presas ao proprio cabresto, ou no dorso, em arreios proprios, porém, no
caso de animais em ensaios que ocorram em gaiolas para avaliacdo de metabolismo, a canga
pode ser fixada na propria gaiola (Johnson et al., 1994; Primavesi et al., 2004; Lima et al., 2010;
Moreira et al., 2013).

Conhecidas as concentracdes de SFs e CH4, armazenadas nas cangas e excluidas
as concentracdes desses gases presentes no ambiente (cangas “branco” dispostas no ambiente
em que 0s animais se encontram) e a emissao de SFe das capsulas de permeacdo, através do
processo de calibracdo das emissdes das capsulas de permeacdo, por regra de trés é possivel

estimar a emissdo de CH4 (Johnson et al., 1994; Primavesi et al., 2004; Storm et al.,2012).

Apesar de as emissdes de CH4 obtidas pela técnica do SFe poderem variar entre
5 e 10 % dos valores obtidos pelas camaras respirométricas, o que pode em parte ser justificado
pela parte do metano que € liberada pelo reto, esse viés ndo é recorrente (Hammond et al., 2016;
Hill et al., 2016). A variagdo entre animais durante as analises no metodo do SFe € maior quando
comparadas a técnica das camaras, o que deve ser levado em consideracdo no estabelecimento
do numero de animais e a quantidade de dias em que serdo coletadas amostras de SFs € CHs a

serem analisados (Berndt et al., 2014; Hammond et al., 2016).

A técnica do SFe apresenta como principais vantagens a possibilidade de se
mensurar a emissdo de CHs4 a pasto, permitindo que 0s animais mantenham seus
comportamentos naturais habituais, o menor custo quanto comparada as camaras
respirométricas, tornando-se uma opcao concisa na comparacao de estratégias de mitigacdo
(Storm et al., 2012; Hammond et al., 2016; Hill et al., 2016).

2.6.3. Técnica in vivo das camaras respirométricas/calorimétricas

As camaras respirométricas (CR) sdo os metodos mais precisos em termos de
emissdo de CHa individuais, porém sdo também os métodos mais caros, mesmo havendo
camaras com custo menos elevado (Hammond et al., 2016). Usadas a partir do Gltimo século

com o intuito de estudar o metabolismo da energia animal, as CR podem ser de circuito fechado
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e aberto, porém as de circuito aberto sdo as mais utilizadas e sdo confeccionadas desde camaras
classicas para avaliagdo de metabolismo, com todas condi¢fes de ambientes controladas, até
modelos menos sofisticados cobertos com capas ou paredes de policarbonato (Abdalla et al.,
2008; Storm et al., 2012).

O circuito aberto das CR consiste na succ¢ao dos gases presentes no ambiente da
camara por um duto onde, ou 0s gases sdo analisados por sensores presentes no sistema, ou sdo
amostrados e posteriormente analisados em cromatografia gasosa, desconsiderando a
concentracdo de CHa presente no ambiente, que é ventilado do exterior para o interior da camara
(Abdallaetal., 2008; Storm et al., 2012). Os dados devem ser corrigidos para condi¢cdes normais
de temperatura e pressdo, levando em consideracdo a temperatura, umidade e a pressdo
atmosférica, bem como a velocidade do influxo com que ar é bombeado para ser amostrado
(Hammond et al., 2016).

Os principais entraves na utilizacdo das cdmaras séo o auto custo de implantacao,
capacidade reduzida no nimero de animais utilizados impossibilitando analise de grandes
rebanhos em situacdes produtivas, variacdes entre pesquisas devido ao tipo de camara utilizada,
e na comparacgao com animais livres, ndo so pela diferenca entre técnicas, mas pela redugdo na
mobilidade natural dos animais; apesar disso € a forma mais precisa de se analisar a emissao de
CHs de origem animal, utilizada inclusive na validacdo de padrdes de emissdo, possibilitando
a identificacdo de varia¢Ges diarias na emissdo de CH4 (Storm et al., 2012; Hammond et al.,
2016; Hill et al., 2016).

2.7.Parametros Ruminais

Em decorréncia do processo fermentativo no rimen, através da acdo microbiana,
ocorre a transformacédo de polimeros de origem vegetal, ndo digeriveis por enzimas de origem
animal, em compostos assimilaveis pelas enzimas, ou capazes de serem absorvidos diretamente
no epitelio ruminal, como os AGCC (McDonald et al., 2011; Mackie et al., 2013). Em relacédo
aos compostos nitrogenados metabolizado no rumen, eles podem ser de origem dietética, na
forma proteica ou ndo proteica, ou de origem enddgena, proveniente da ureia reciclada,
descamacéo epitelial, ou de origem microbiana (Teixeira, 2001). As proteinas dietéticas no
rimen sd@o hidrolisadas a peptideos e aminoacidos pelos microrganismos que, junto com a

amonia produzida, sdo utilizados na sintese de proteina microbiana e geram alguns acidos
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organicos, como os cidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), aménia e CO. (McDonald et
al., 2011).

O tipo de alimento consumido pelo animal, mais volumoso ou mais concentrado,
com ou sem aditivos, com presenga ou nao de taninos, promove uma série de variaces nas
condi¢cdes ruminais que interferem no processo fermentativo, afetando a estrutura da
microbiota, o pH, a quantidade e o perfil de AGCC e a disponibilidade de nutrientes para a
degradacdo ruminal. Com a avaliacdo de alguns parametros ruminais é possivel revelar
resultados significativos na digestdo e no metabolismo dos alimentos avaliados e a relacéo

desses parametros com a sintese de metano enteérico.

2.7.1. Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), anteriormente conhecidos como
acidos graxos volateis (AGV), sdo a principal fonte de energia utilizada pelos ruminantes
totalizando de 60 a 80 % da energia didria metabolizada (Lana, 2007; Mackie et al., 2013). Os
AGCC contém até 7 atomos de carbono e os principais sdo: férmico, acético, propibnico, latico,
butirico, isobutirico, succinato, valérico, isovalérico, 2-metil- butirico, hexanoico (ou caproico)
e heptanoico; onde os predominantes sdo o acético, o propidnico e o butirico (Teixeira, 2001,
Lana, 2007; Valadares Filho & Pina, 2011), e os demais correspondem a 4 % do total (Lana,
2007).

Os AGCC séo produtos do processo fermentativo que é dividido em duas etapas:
a primeira consiste na hidrélise, principalmente por bactérias, de polimeros de origem vegetal
tais como celulose, hemicelulose, pectina, amido e dextrinas, e proteina, a oligbmeros e
mondmeros; a segunda etapa compreende o metabolismo microbiano intracelular desses
substratos, resultando na formacéo de células microbianas e a produgéo dos principais produtos
finais da fermentacdo, acetato, propionato, butirato, CO2 e CHs4 (McDonald et al.,2011;
Valadares Filho & Pina, 2011; Mackie et al., 2013).

As variacgdes na proporcdo dos AGCC séo decorrentes da alimentacdo ingerida
pelo ruminante onde alimentos volumosos elevam a proporcdo de acetato e alimentos mais
degradaveis no ramen elevam o teor de propionato, prevalecendo na maioria das vezes o teor
de acetato sobre os demais AGCC (Teixeira, 2001; Lana, 2005; Hirstov et al., 2013).
Normalmente a proporc¢éo acetato:propionato:butirato encontrada no rimen ¢ 65:21:14 (Mackie
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et al., 2013) mas varia de acordo com a dieta, a espécie de ruminante e o tempo de amostragem
em relacdo a alimentacdo, onde pode-se chegar a uma proporcdo de 74:17:7 em bovinos
consumindo silagem e de 40:40:15 em ovinos consumindo uma dieta contendo 20 % de feno e
80 % de concentrado (McDonald et al., 2011) e apresentou uma variacdo de 7 % no teor do

acetato e de 15 % no teor do porpionato em ovinos ao longo do dia (Teixeira, 2001).

O teor de acetato e de propionato sdo importantes indicadores da emissao de CHs
onde dietas com maior teor de propionato tendem a produzir menos CHs (Hirstov et al., 2013)
pois a produgéo de propionato utiliza H2 na sua formagéo enquanto a produgdo de acetato e
butirato disponibiliza H2 para 0 meio (Cottle et al., 2011), principal substrato na formacdo do
CHjs entérico no rdmen (Liu & Whitman, 2008).

2.7.2. pH ruminal

O pH ruminal em situagdes normais varia de 5,5 a 7, onde as situagdes em que
0 pH se encontra mais acido ocorrem imediatamente apds a ingestdo de concentrados, o pH
médio é em torno de 6,4 e o pH 6timo para os organismos celuloliticos é 6,7 (Valadares Filho
& Pina, 2011; Mackie et al., 2013). Valores de pH abaixo de 6,2 j& retardam o processo de
degradacdo da parede celular e abaixo de 6 ocorre diminuicdo significativa na sintese de

proteina microbiana e inibigdo das bacteérias celuloliticas (\VValadares Filho & Pina, 2011).

O tipo de alimento ingerido também é determinante no pH ruminal. Quando sdo
utilizados alimentos contendo grande proporcao de graos, sem a adequada adaptacéo do animal
a dieta, o pH ruminal cai para niveis abaixo do normal, principalmente devido ao acimulo de
acido latico, fruto do répido crescimento dos microrganismos amiloliticos, o que reduz a
microbiota e a diversidade dos organismos, podendo levar o animal a um quadro de acidose
aguda (Mackie et al., 2002). O principal meio de controle do pH ruminal é a saliva com seu
elevado pH de 8,1 e que apresenta sua secre¢do estimulada a partir de alimentos volumosos
(Furlan et al., 2011), porém forragens de melhor qualidade, mais digestiveis também tendem a

reduzir o pH ruminal, principalmente pelo aumento na taxa de passagem (Janssen, 2010).

Ambientes ruminais com pH mais &cido tendem a produzir menos CHs, quer seja
pela maior presenca de propionato e menor relagdo acetato:propionato, quer seja pela menor
presenca de protozoarios e Archaea (Janssen, 2010; Sejian et al., 2011), mas o pH

exclusivamente ndo é um fator para redugcdo de CH4 nem uma estratégia de mitigagdo
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(Hinerberg et al., 2015). O pH estavel também é importante na manutencdo dos complexos
formados entre TC e proteina que se dissociam em pH acima de 7,5 e inferior a 3,5, como ocorre
nas exposi¢oes as secrecbes gastrica (pH 2,5-3,5) e pancreética (pH 8-9) (Bath et al., 2013).

2.7.3. Nitrogénio amoniacal (N-NHzs) no rimen

A proteina dietética em ruminantes é composta de uma fracdo degradavel no
ramen (PDR) e outra parte que estara indisponivel para o processo de degradacdo ruminal
(PNDR) (Santos & Mendonca; 2011). No processo de fermentacdo ruminal, a PDR ¢
hidrolisada a peptideos e aminoacidos e, posteriormente, alguns aminoacidos sdo desaminados
ou descarboxilados, resultando em AGCR, aménia (NHs) e CO2 (Annison et al., 2002; Lana,
2007; McDonald et al., 2011; Santos & Pedroso, 2011).

A NHs, classificada como fragdo “A” do sistema Cornell de fracionamento de
carboidratos e proteinas, é prontamente utilizada pelos microrganismos ruminais,
principalmente bactérias fibroliticas, na sintese de proteina microbiana, ou atravessa a parede
ruminal e é transformada em ureia no figado; parte € excretada via urina e o restante retorna via
saliva ou por difusdo através da parede ruminal (reciclagem da ureia) (Annison et al., 2002;
McDonald et al., 2011; Silva & Silva, 2013).

O pico de concentracdo de NH3z em ovinos se da entre 2-4 h apds a alimentacédo
dos animais atingindo 0,4 g N-NHs/L de conteddo ruminal (Annison et al., 2002). A
concentracdo mais baixa de NHz é de 50 mg de N-NHs/L de conteido ruminal, e ocorrequando
ha quantidade insuficiente de proteina na dieta, ou com baixa disponibilidade desta proteina a
degradacdo ruminal (McDonald et al., 2011). A baixa disponibilidade ao processo de
degradacdo ruminal pode ser relacionado a presenca de carboidratos (formacdo de proteina
microbiana), alteracbes de pH e presenca de complexos fisicos (Mayllard) ou quimicos

(aminoéacidos protegidos, taninos) (Lana, 2007).

Como os complexos de tanino e proteina se mantém ligados em pH ruminal
(Bath et al., 2013), a concentragdo de N-NHsz pode funcionar como indicativo da atividade

bioldgica do tanino em ambiente ruminal.
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2.7.4. Contagem de protozoarios

A contagem de protozoarios ¢ um indicador que traz informacdes a respeito do
pH ruminal, pois esses microrganismos nao resistem a pH inferior a 5 nem superior a 7,8
(Franzolin & Dehority, 2010) e auxiliam na estabilidade do pH devido ao consumo mais rapido

de lactato do que o observado em bactérias (Newbold et al., 2015).

Outra importancia deste indicador é a sintese de CHas entérico, onde o0s
protozoarios apresentam elevada produgdo de acetato e butirato que liberam H através da
biossintese e sua forte relacdo as metanogénicas que sintetizam o CH4 em grande parte a partir

do Hz livre em ambiente ruminal (Guyader et al., 2014).
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CAPITULO 2 -PRODUCAO DE METANO INVITRO E AVALIACAO
NUTRICIONAL IN vivo DA LEGUMINOSA MUCUNA-PRETA (STIZOLOBIUM
ATERRIMUM) EM OVINOS
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1. RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo: avaliar os efeitos dos taninos condensados (TC) presentes
na leguminosa mucuna-preta (Stizolobium aterrimum) sobre a producdo de gases totais (PGT),
metano (CHa) e parametros de fermentacdo ruminal em ensaio in vitro; e, em experimento in
vivo, avaliar a digestibilidade aparente (DA) dos nutrientes em ovinos Santa Inés alimentados
com feno de graminea tropical, suplementados ou ndo com mucuna-preta. Para se observar o
efeito dos TC utilizou-se o polimero aglutinador de taninos polietilenoglicol (PEG) tanto no
bioensaio in vitro, quanto no in vivo. No bioensaio in vitro, utilizou-se como substrato 0,5 g de
mucuna moidaa 1 mm, com ou sem adi¢cdo de PEG em igual quantidade, incubadas com liquido
ruminal de ovinos doadores em garrafas de 160 mL a 39°C, por 24 horas. Com 4, 8, 12 e 24
horas de incubacdo aferiu-se a pressao interna, por meio do sistema semiautomatico, para se
calcular o volume de gas produzido e colheu-se amostras de gas para analise de CHa4 produzido.
Ao término do bioensaio todo conteldo das garrafas foram utilizados para andlises de
nitrogénio amoniacal (N-NHz3), pH e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). No experimento
in vivo foram utilizados 15 ovinos machos, castrados, com aproximadamente 24 meses de idade
e peso vivo médio de 46,8 + 7,8 kg, divididos em 3 grupos de tratamentos: dieta exclusiva de
feno de capim-aruana (Panicum maximum Jacg. cv. Aruana) (CON); e feno de aruana
suplementado com feno de mucuna com adicdo (MP) e sem adi¢do de PEG (MSP). Os animais
foram submetidos a 17 dias de periodo experimental (12 de adaptacdo), onde durante 5 dias
permaneceram em gaiolas metabdlicas para experimento de digestibilidade e coleta de liquido
ruminal para anélises de N-NH3 e contagem de protozoarios ruminais. No bioensaio in vitro,
observou-se elevacdo da PGT e do teor N-NHj3 e acidificagédo do pH em funcdo da adicéo de
PEG (p < 0,05). Ndo se observou diferenca para os demais parametros (p > 0,05). No
experimento in vivo, observou-se maior ingestdo de matéria seca e consequente maior ingestao

de componentes nutricionais nos animais do grupo CON (p < 0,05), quando comparado a MP
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e MSP, com excecdo da proteina bruta (PB) e da fibra em detergente acido (FDA) (p > 0,05).
Houve elevacéo do teor de N-NHs e reducdo nos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
de todos os nutrientes (p < 0,05) nos grupos MP e MSP, quando comparados ao CON, com
excecdo do CDA da PB (p > 0,05). A utilizacdo de PEG proporcionou reducdo na contagem de
protozoarios ruminais quando comparados os grupos MP e CON. No bioensaio in vitro os
taninos da mucuna-preta reduziram a PGT o N-NHz e elevaram o pH ruminal sem interferir na
fermentacdo de carboidratos. No experimento in vivo os teores elevados de PB e FDA da
mucuna foram determinantes na reducdo de consumo e na DA dos nutrientes. A inclusdo de

PEG proporcionou reducdo na contagem de protozoarios ruminanis.

Palavras-chave: 4&cidos graxos de cadeia curta, bioensaio, digestibilidade, metano,

protozoarios, taninos.
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2. ABSTRACT

NUTRITIONAL EVALUATION INvivo AND METHANE PRODUCTION IN VITRO OF
LEGUMINOQUS STizoLOBIUM ATERRIMUM IN SHEEP

The objective of this study was to evaluate the effects of condensed tannins (TC) on the total
gases production (PGT) and methane production (CHs4) in vitro, ruminal fermentation
parameters in the leguminous Stizolobium aterrimum (M). The forage potential of the M was
also evaluated through the apparent digestibility (DA) of nutrients in Santa Inés sheep fed with
tropical grass hay, supplemented or not with M. To observe the effect of TC, the tannin binder
polymer polyethylene glycol (PEG) was used both in vitro and in vivo. In the in vitro bioassay,
0.5 g of M hay ground to 1 mm, with or without PEG addition in equal quantity, were incubated
with ruminal liquid from ovine donors in 160 mL bottles at 39 ° C for 24 hours. At 4, 8, 12 and
24 hours of incubation, the internal pressure was measured by the semi-automatic system to
calculate the volume of gas produced and 2 ml of gas was collected for CH4 analysis. At the
end of the bioassay all the contents of the bottles were used for analysis of ammoniacal nitrogen
(N-NHs3), pH and short chain fatty acids (AGCC). In the in vivo test, 15 castrated male sheep
divided into 3 groups of treatments: exclusive diet of aruana grass hay (Panicum maximum
Jacg. cv. Aruana) (CON); aruana grass hay supplemented with M hay with PEG addition (MP)
and without PEG addition (MSP). The animals were submitted to 17 days of experimental
period (12 days of adaptation), during 5 days they remained in metabolic cages for the DA test
and ruminal liquid collection for N-NHs analyzes and ruminal protozoa accounts. In the in vitro
bioassay, elevation of PGT and N-NHs content and acidification of pH were observed as a
function of the tannin inactivation (PEG addition) (p < 0.05). No difference was observed for
the other parameters (p> 0.05). In the in vivo test, a higher intake of dry matter and a consequent
higher intake of nutritional components (p < 0.05) were observed, except for crude protein (PB)
and acid detergent fiber (FDA) in the CON group (p > 0.05) when compared to MP and MSP.
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Except for the DA coefficient (CDA) of PB (p > 0.05), there was a reduction in the CDA of all
nutrients, and elevation of the N-NH3s content in the MP and MSP groups (p < 0.05), when
compared to the CON. The PEG use provided a reduction in ruminal protozoa accounts when
compared MP to CON group. In the in vitro assay the M tannins reduced the PGT, the N-NHj3
and raised the ruminal pH without interfering in the fermentation of carbohydrates. In the in
vivo assay the high levels of PB and FDA of the M were determinants in the reduction of the
consumption and in the DA of the nutrients. Inclusion of PEG provided a reduction in the

protozoal account.

Key words: Bioassay, Digestibility, Methane, Protozoa, Short Chain Fatty Acids, Tannins.
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3. INTRODUCAO

Ruminantes, que apresentam forragens como a base alimentar em seu sistema
produtivo tem a capacidade de transformar volumosos de baixos teores nutricionais em
alimentos de alta qualidade para o consumo humano, como o leite, a carne e 0s seus derivados
(Cezar et al., 2005; Poli & Osorio, 2014; Jayanegara et al., 2015). Isso € possivel devido ao
processo fermentativo ruminal, decorrente da relacdo de mutualismo entre microbiota e
ruminante, que é capaz de gerar até 80 % da energia do individuo, porém a custa inevitavel da
producdo de metano (CHas) (Johnson & Johnson, 1995; McDonald et al., 2011; Furlan et al.,
2011; Mackie et al., 2013; Berends et al., 2014).

Apesar de 0 CH4 nédo poder ser eliminado da producéo de ruminantes, existem
estratégias capazes de mitigar sua emissao, onde a manipulacdo da dieta, principalmente a
melhora na qualidade das forragens, com a inclusdo de leguminosas na dieta aparecem como
opcao viavel e sustentavel, capaz de reduzir em até 20 % a emissdo de CH4 entérico (Archiméde
et al., 2011; Hristov et al., 2013). A introdugédo de leguminosas na dieta pode proporcionar,
além de alimentos que geralmente apresentam melhor qualidade nutricional, o fornecimento de

taninos que apresentam reconhecido potencial mitigador na emissdo de CHa.

Os taninos, que podem apresentar em ruminantes efeitos antinutricionais em
teores acima de 40 g/kg de matéria seca (MS) dependendo da origem, tem como principais
acOes desejaveis: a formacéo de complexos em pH ruminal, principalmente com moléculas de
origem proteica, disponibilizando maior absor¢do de aminoacidos em ambiente intestinal;
reducdo no processo fermentativo de fibras, modulando a digestéo de carboidratos e proteinas;
e a acdo direta sobre microrganismos metanogénicos (Frutos et al., 2004; Louvandini et al.,
2011). Em experimentos in vivo e in vitro tem-se utilizado o polimero aglutinador de taninos
polietilenoglicol (PEG), buscando separar os efeitos benéficos decorrentes da melhor qualidade

nutricional da leguminosa e da acdo do tanino (Makkar, 2003; Bhat et al., 2013)
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A mucuna-preta (Stizolobium aterrimum), leguminosa estolonifera ja utilizada
como adubo verde, apresenta destacado potencial forrageiro, ndo s6 pela qualidade nutricional
que apresenta, mas também pela facilidade na cultura e manejo, bem como na elevada
aceitabilidade de ruminantes, quer seja verde, quer seja enfenada (Arf et al., 1996; Seno et al.,
1996; Whitmore, 2000; Silva Sobrinho, 2014). Além das caracteristicas como forrageira, a
mucuna também apresenta em sua composi¢cdo niveis de taninos abaixo do considerado
antinutricional, apresentando potencial em mitigar a emissdo de CHa entérico (Delgado et al.,
2010; Moreira et al., 2013).

Buscando averiguar o potencial forrageiro da mucuna-preta, bem como avaliar
a acdo dos taninos desta leguminosa sobre a producdo de gases totais, metano, e demais
parametros fermentativos ruminais, realizou-se: bioensaio in vitro com substratos incubados
com e sem polietilenoglicol; e experimento in vivo para se avaliar parametros ruminais e a
digestibilidade aparente dos nutrientes em ovinos Santa Inés alimentados com feno de graminea

tropical e suplementados com mucuna-preta tratadas ou ndo com polietilenoglicol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

As analises in vitro e in vivo do presente experimento foram desenvolvidas nas
dependéncias do Laboratério de Nutricdo Animal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(LANA — CENA), localizado no Campus Luiz de Queiroz da Universidade de S&o Paulo (USP),
em Piracicaba — SP. O feno de mucuna-preta utilizado, tanto para o ensaio in vitro quanto para
0s experimentos in vivo, foi elaborado, desde o plantio até a colheita e enfenacéo, no Instituto
de Zootecnia (1Z) de Nova Odessa — SP.

Todos os procedimentos realizados com uso direto e/ou indireto de animais
foram autorizados por meio do certificado n. 003/2016 da Comisséo de Etica no Uso de Animais
do CENA (CEUA-CENA/USP).

4.2. Leguminosa Testada

A mucuna-preta foi semeada em dezembro de 2014 com plantadeira de milho
com 4 linhas, espacadas em 0,45 m, com peneira adaptada para o tamanho da semente da
mucuna. No plantio foram usados 50 kg de semente/ha, 400 kg de superfosfato simples/ha, 120
kg de cloreto de potéssio/ha e 30 kg de FTE-BR16/ha. O inicio da colheita para enfenacéao foi
em abril de 2015. O feno foi feito a sombra, em “camas” sobrepostas confeccionadas de
sombrite, revirado 3 vezes ao dia, levando o procedimento de enfenagéo 10 dias para completa

secagem do material.

ApOs o0 processo de secagem, o material foi amostrado e moido em peneira de

1,0 mm em moinho tipo Willey para determinacgdo dos teores de matéria seca (MS), proteina
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bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibras em detergente neutro (FDN), fibras em detergente &cido
(FDA) e matéria mineral (MM), conforme procedimentos descritos pela AOAC (2011), e
compostos fenolicos totais (CFT), taninos totais (TT) e taninos condensados (TC), de acordo
com Makkar (2000).

A analise bromatoldgica dos volumosos utilizados foi realizada antes do periodo

experimental e sua composi¢éo nutricional encontra-se na tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Composicao nutricional dos fenos utilizados nos ensaios experimentais, com base
na MS.

Componente Nutricional Capim-aruana  Mucuna-preta

Matéria seca (g/kg) 953,85 924,85
Proteina bruta (g/kg) 91,10 153,76
Extrato etéreo (g/kg) 24,15 39,40
Fibra em detergente neutro (g/kg) 731,06 729,75
Fibra em detergente acido (g/kg) 456,10 559,25
Matéria mineral (g/kg) 61,75 46,65
Compostos fendlicos totais (g &cido tanico/kg MS) - 24,68
Taninos totais (g acido tanico/kg MS) - 15,31
Taninos condensados (g leucocianidina/kg MS) - 5,67

4.3. Animais e Tratamentos

4.3.1. Invitro

Para o bioensaio in vitro foi coletado liquido ruminal de trés ovinos Santa Inés,
machos, castrados, com canula ruminal e peso vivo (PV) médio de 65,0 £ 2,3 kg, do rebanho
permanente do LANA/CENA. Os animais foram alimentados com dieta exclusiva de feno da

graminea tropical Tifton, agua e sal mineral ad libitum.

4.3.2. Invivo

Para o experimento de digestibilidade aparente, foram utilizados 15 ovinos Santa
Inés, machos, castrados, com PV médio de 46,8 + 7,8 kg, com, aproximadamente, 24 meses de

idade. Os animais foram submetidos a 17 dias de periodo experimental, divididos em 10 dias



59

de adaptacéo a dieta, onde os animais foram alocados em baias coletivas por 10 dias, 2 dias de
adaptacdo as gaiolas individuais para experimento de metabolismo e 5 dias de coleta. Os
animais foram divididos em trés grupos: controle (CON), mucuna (MSP) e mucuna + PEG
(MP).

A dieta fornecida ao grupo CON foi 100 % feno picado de Panicum maximum
cv. Aruana disponibilizado ad libitum, calculada em 3 % de consumo de matéria seca (CMS)
em relacdo ao PV e ofertada 2 vezes ao dia; a dieta do grupo MSP, também calculada em 3 %
de CMS em relacdo ao PV, foi fornecida de forma a manter a relagdo 50 % de feno picado de
mucuna-preta e 50 % de feno picado de Panicum maximum cv. Aruana, dessa maneira a
guantidade de feno de aruana, ofertada no periodo vespertino, dependia do consumo de feno de
mucuna, ofertado pela manhd; e MP mesma dieta do MSP, porém o feno da mucuna foi
homogeneizado com 40 mL de solugdo de PEG, com concentracdo 0,5 g de PEG/mL,
perfazendo uma relagdo PEG:TC de 3:1. Os trés grupos receberam agua e sal mineral ad

libitum.

4.4.1ncubagéo in vitro

A técnica in vitro foi realizada conforme as adaptacGes de Longo et al. (2006) e
Bueno et al. (2005) da técnica descrita por Mauricio et al. (1999) e Theodorou et al. (1994) da
quantificacdo de gases produzidos em garrafas mantidas em temperatura ruminal para
determinacdo dos parametros de fermentacdo in vitro, degradabilidade verdadeira da matéria

organica (DVMO) e a producdo liquida de gases.

Foi utilizado como substrato 0,5 g de feno de mucuna-preta, moido a 1,0 mm em
moinho tipo Willey, em presenca ou ndo de 0,5 g de PEG (Makkar et al., 1995), incubados em
duplicata com 25 mL de in6culo e 50 mL de meio de incubacéo (tampéo de Menke) em garrafas
de vidro de 160 mL. Foram utilizadas a parte liquida e solida do indculo na proporg¢éo 50:50,
homogeneizadas. As garrafas foram colocadas em estufa de ventilacdo forcada a 39 °C por de
24 horas (h).

Durante o periodo de 24 h foram realizadas leituras de pressdo com transdutor e
data logger (Pressure Press 800, LANA, CENA /USP, Piracicaba, SP , Brasil) e coletas de 2
mL de amostra gasosa com 4, 8, 12 e 24 h de incubacédo. O volume de gas produzido por garrafa

em cada leitura foi determinado conforme a equagéo (Araujo et al., 2011):
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V = (7,365 x P);

onde: V = volume de gas em mL e P = pressdo da garrafa em psi; para a producao de gases total
(PGT) em 24 h somou-se o valor das 4 leituras. As amostras de 2 ml de gas coletadas foram
armazenadas em tubos Vacutainer® para analise de CH4 em Cromatdgrafo gasoso (Shimadzu®
GC-2010), apds a coleta de gas a pressdao interna das garrafas era aliviada e o contetdo

(substrato e in6culo) homogeneizado manualmente antes de retornarem a estufa.

Ap0s o término do periodo de incubacéo, a fermentacéo foi interrompida através
da quebra na temperatura (imersdo em agua gelada) e o conteudo das garrafas foi submetido a
analise de pH em pHmetro Tecnal® TEC-2, N-NH3 conforme Preston (1995) e AGCC de acordo
com a metodologia adaptada de Palmquist & Conrad (1971) e Nocek et al. (1987). A
determinacdo da degradabilidade verdadeira da matéria organica (DVMOQO) restringiu-se as
garrafas que ndo continham PEG devido a ocorréncia de complexos formados com taninos que
podem ser recuperados como material ndo degradado, subestimando a DVMO (Makkar et al.,
1995; Rodriguez et al., 2014; Lima, 2016).

Para a determinacdo da DVMO ao contetdo das garrafas com amostras sem PEG
foram adicionados 70 mL de solucdo de FDN e as garrafas foram acondicionadas por 4 h em
estufa a 105 °C, para posterior filtragem em cadinhos sinterizados, previamente pesados e
lavados com agua destilada quente. Apos esse processo os residuos foram queimados em mufla
a 600 °C pra determinacdo da DVMO. A relagédo entre a DVMO e PGT determina o fator de
particdo (FP), utilizado como indice de eficiéncia na sintese microbiana (Blimmel et al., 1997;
Lima, 2016).

4.5. Digestibilidade Aparente dos Nutrientes

Durante o periodo de coleta (5 dias) a urina, as sobras e as fezes foram recolhidas
e tiveram seu peso e volume mensurados diariamente e 10 % de cada amostra diaria foi
armazenada sob refrigera¢do para formagao do “pool” de amostras por animal. Apods o periodo

de coleta cada “pool” foi congelado em freezer a -20 °C.

Para a realizagdo da analise das sobras e fezes, as amostras foram descongeladas,
desidratadas em estufa com ventilacdo forcada a 60 °C por 5 dias, e moidas em moinho tipo
Willey a 1,0 mm para determinacédo dos teores de MS, PB, FDN, FDA e MM de acordo com o
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descrito pela AOAC (2011); e a 0,25 mm para a determinagéo de CFT, TT e TC conforme
metodologia relatada por Makkar (2000).

O coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes foi calculada de acordo

com a seguinte equacéo descrita por Andrigueto et al. (2002):

CDA — (Xconsumido_Xexcretado) X 100’

Xconsumido

onde CDA é o coeficiente de digestibilidade aparente de determinado nutriente em

porcentagem, e X é a quantidade em g ou kg do nutriente avaliado.

Para obtencdo do valor de nutrientes digestiveis totais (NDT) utilizou-se a

equacao descrita por Cappelle et al. (2001) para fenos:
NDT = 11,85 + 0,745 « CDAMS (r? = 0,95; P < 0,01)

onde o CDAMS ¢é o CDA da MS em porcentagem.

4.6. Parametros de Fermentacdo Ruminal

No ultimo dia do periodo de coleta no experimento de digestibilidade aparente
dos nutrientes, apos trés horas do fornecimento da dieta, foram amostrados liquido ruminal de
todos animais via sonda esofagica, para analise da concentracdo de N-NHs, conforme Preston
(1995), acidos graxos de cadeia curta (AGCC), de acordo com a metodologia adaptada de
Palmquist & Conrad (1971) e contagem de protozoarios, de acordo com Dehority et al. (1983).
Para as analises de N-NHz e AGCC as amostras foram armazenadas em freezer a -80 °C, e para
a contagem de protozoarios, 2 mL de liquido ruminal foram diluidos em 4 mL de solucdo de

verde de metila e formol salino (M.F.S.) e mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente.

4.7. Andlise Estatistica

Para o bioensaio in vitro os dados coletados foram submetidos a anélise de
variancia por meio do procedimento MIXED do programa SAS®, onde foram avaliados a adi¢éo
de PEG como efeito fixo, os in6culos como efeitos aleatorios e a interacdo entre eles. Para 0
experimento de digestibilidade aparente, os dados também foram analisados por meio do

procedimento MIXED do programa SAS®, onde as dietas foram consideradas os efeitos fixos
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e 0s animais os efeitos aleatorios. Em todas as andlises as medias foram comparadas pelo teste
de Tukey e foi utilizada a versdo 9.4 do SAS® (Analysis System Institute, Cary NC, USA)

adotando-se o nivel de significancia de 5 %.

Para a quantificacao de protozoario por mL de contetdo ruminal, os dados foram
submetidos ao teste Shapiro-Wilk de normalidade, através do procedimento UNIVARIATE,

também do programa SAS® (versdo descrita acima), antes da analise de variancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados

5.1.1. Bioensaio in vitro

A adicdo de PEG a mucuna durante o processo de incubagdo in vitro exerceu
elevacdo média de 3,36 % na PGT em relacdo a MS incubada e de 2,27 mg de N-NH3/100 mL
de contetdo ruminal, quando comparada ao substrato sem adi¢éo de PEG (p < 0,05). A inclusdo
de PEG no processo de incubacao in vitro também proporcionou acidificacéo (p < 0,05) de 0,14
pH do in6culo quando comparado ao in6culo sem adicdo de PEG. Em relacdo aos demais
parametros analisados, ndo se observou diferenga entre os tratamentos na producdo de CH4 em
relacdo a MS (p > 0,05), nem na quantidade total e nos teores de AGCC produzidos (Tabela
2.2).

Com a DVMO, realizada apenas no substrato sem adicdo de PEG, e 0s
parametros de emissdo de CHa relacionados aos resultados dessa anélise, obteve-se os seguintes
resultados: DVMO: 449,72 g/kg; degradabilidade da FDN: 302,93 g/kg; PGT em relacdo a MO
degradada (DMO): 47,37 mL/g; producdo de CHs em relagdo a DMO: 2,67 mL/g; PGT em
relacdo a FDN degradada (DFDN): 31,97 mL/g; producdo de CH4 em relacdo a DFDN: 1,79
mL/g; fator de particdo (FP): 1,84.
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Tabela 2.2 — Médias dos parametros fermentativos ruminais in vitro da mucuna preta com (MP)

ou sem (MSP) adicdo de polietilenoglicol (PEG) em sua composicao.

ParAmetro Tratamento Incremento EPM 2 p3
(MP) (MSP) (%) *
PGT (mL/g MS) 238,76 230,99 3,36 2,77 0,0311
CHs (mL/g MS) 13,65 13,45 1,53 0,47 n.s.
Eficiéncia (%) 5,73 5,84 - 0,21 n.s.
N-NH3 (mg/100 mL) 14,17 11,90 - 0,57 0,007
pH 6,75 6,96 — 0,03 0,0006
AGCC

Total (mmol/L) 49,71 49,06 - 0,71 n.s.
Acetato (%) 76,53 76,74 — 0,14 n.s.
Propionato (%) 14,53 14,43 - 0,08 n.s.
Butirato (%) 6,58 6,54 — 0,04 n.s.
Isobutirato (%) 0,41 0,39 - 0,01 n.s.
Valerato (%) 0,67 0,66 — 0,01 n.s.
Isovalerato (%) 1,26 1,24 - 0,01 n.s.
Acetato:Propionato 5,28 5,32 — 0,04 n.s.

PGT - producdo de gases totais em relacdo & matéria seca (MS) do substrato; CH4 — producéo de metano em
relacdo a MS do substrato; Eficiéncia — teor de CH4 em relagdo a PGT; N-NH; — nitrogénio amoniacal; AGCC —

cidos graxos de cadeia curta

1 — Aumento na producéo de gas em funcéo da adicdo de PEG

2 _ Erro padrdo da média

8 _Significancia / ndo significativo (n.s.)

5.1.2. Digestibilidade aparente

Avaliando o consumo e o CDA dos alimentos utilizados e dos nutrientes

presentes em sua composi¢do nutricional, observaram-se diferencas (p < 0,05) entre 0s

tratamentos em todos os parametros analisados. A inclusdo de mucuna na dieta (MP e MSP)

representou indices menores de ingestdo e de digestibilidade de nutrientes quando comparado
ao grupo CON (p < 0,05). Apenas na ingestdo de PB (PBI) de FDA (FDAI) e no CDAPB, que

apresentaram volumes medios de 0,125 kg/dia, 0,543 kg/dia e 43,96 %, respectivamente, para

todos tratamentos, ndo havendo diferenca significativa (p > 0,05). Em relagdo aos pardmetros

de fermentacdo ruminal a inclusdo de mucuna na dieta proporcionou maior teor de N-NHz e a

inclusdo de PEG proporcionou menor quantidade de protozoarios por mL de conteddo ruminal

(p < 0,05).
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Tabela 2.3 — Consumo médio dirio, coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria
seca (MS), da matéria organica (MO) e dos principais componentes nutricionais e parametros
ruminais em ovinos alimentados exclusivamente com feno de capim-aruana (CON) e
suplementados com mucuna-preta com (MP) ou sem (MSP) adi¢do de polietilenoglicol (PEG)
em sua composicao.

Tratamentos

CON MP MSP EPM ! p2
Consumo médio diario (kg/dia)
Matéria seca 1,29 A 1,028 0,99 B 0,09 0,0069
Matéria organica 1,214 0,978 0,948 0,08 0,0099
Proteina bruta 0,12 0,13 0,13 0,01 n.s.
Nutrientes digestiveis totais® 0,634 0,538 0,508 0,01 0,0291
Fibra em detergente neutro 0,944 0,758 0,738 0,06 0,0066
Fibra em detergente acido 0,59 0,53 0,51 0,04 n.s.
Coeficientes de digestibilidade aparente (%)
Matéria seca 62,58~ 52998  5152B 3,67 0,0291
Matéria organica 66,02” 56,198  5324FB 3,57 0,0157
Proteina bruta 44,29 45,03 42,55 3,88 n.s.
Fibra em detergente neutro 63,80" 49448  4823°B 3,92 0,0014
Fibra em detergente acido 60,38” 44588  4490°B 3,89 0,0004
Parametros ruminais
N-NH3 (mg/100 mL) 10,378 1853~ 1785~ 221 0,0141
Protozoarios (x10%/mL) 11,20 A 5,958 8,55 AB 0,50 0,0019

N-NH; — nitrogénio amoniacal

! — Erro padrdo da média

2 _Significancia / néo significativo (n.s.)

8 _ NDT calculado com base na equacdo (NDT = 11,85+0745CDAMS), utilizada para fenos, descrita por
Cappelle et al. (2001). CDAMS — Coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca

5.2. Discussao

5.2.1. Bioensaio in vitro

Apesar de o teor de taninos terem sido abaixo do relatado na literatura para a
mucuna-preta, conforme descrito nas tabelas 1.2 (Longo, 2007; Savén et al., 2007; Delgado et
al., 2010; Abdalla et al., 2012; Longo et al., 2012; Moreira et al., 2013) e 2.1, e ndo terem sido
suficientes para ocasionar reducdo na producdo de CHjs in vitro, pode-se observar no presente
bioensaio a influéncia do TC da mucuna com reducdo da PGT. Vérios estudos (Rymer et al.,
2005; Louvandini et al., 2011; Storm et al., 2012; Bhat et al., 2013), descreveram este efeito
devido a capacidade dos TC em formar complexos, com componentes nutricionais de origem
proteica, ou da microbiota ruminal acarretando inclusive a mobilizagdo de enzimas, podendo

ocasionar reducdo no processo fermentativo.
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Os taninos representam molécula complexa e especifica para cada planta
podendo apresentar atividade biologica distinta (Makkar, 2003; Longo et al.,2012; Bhat et al.,
2013), ou seja, baixo teor pode determinar alta atividade bioldgica ou vice e versa. Isso pode
ser percebido ao se comparar os presentes resultados com os valores apresentados por Soltan et
al. (2013), que apesar de terem encontrado na leguminosa Leucaena leucocephala maiores
teoresde TT e TC de 34,8 e 23,3 g/kg MS, respectivamente, ndo observaram diferencas na PGT

e nem na producéo de CHs in vitro.

A diferenca entre os taninos de diferentes origens também pode ser vista através
dos trabalhos desenvolvidos por Abdalla et al. (2012) e Longo et al. (2012) que utilizaram a
mucuna-preta, dentre outras leguminosas, e encontraram valores préximos aos observados no
presente trabalho para PGT (24 h), de 231 e 184 mL/g MS, respectivamente. Abdalla et al.
(2012), que observaram valores superiores de producdo de CHs de 30 mL/g MS, também
verificaram ineficiéncia da mucuna-preta em mitigar a producdo de CHa in vitro, quando
comparada as outras leguminosas avaliadas. Longo et al. (2012), que perceberam uma elevacgéo
de apenas 3,8 % na PGT com a adi¢do de PEG, préxima ao incremento descrito no presente
trabalho (tabela 2.2), concluiram que a baixa eficiéncia da mucuna-preta em reduzir a PGT esta
associada ao alto teor de fibra e sua baixa degradabilidade. No presente trabalho a interferéncia
dos altos teores de FDN e FDA no efeito mitigador de CH4 do TC é igualmente percebida,
porém a acdo bioldgica de formacdo de complexos com a proteina fica evidente através das

anélises de N-NHz e AGCC, descritas a seguir.

O menor teor de N-NHs maior pH e menor PGT, no tratamento com a mucuna
sem PEG demonstrou que o tanino presente nesta planta interferiu no processo fermentativo
das proteinas, no bioensaio in vitro. Conforme descrito anteriormente, a acdo dos taninos na
formacdo de complexos com a proteina, pode ter reduzido a disponibilidade desta para
degradacédo ruminal (PDR), com menor quantidade de N-NHze maior pH (Annison et al., 2002;
Lana, 2007; McDonald et al., 2011; Santos & Pedroso, 2011). Isso vem enfatizar a atividade
biolégica do TC em formar complexos com a proteina (Goel & Makkar, 2012; Hristov et al.,
2013). Esses complexos sdo capazes de proteger a proteina do processo fermentativo,

possibilitando maior disponibilidade de proteina a ser digerida no intestino delgado.

Em relacdo aos parametros de producdo de AGCC o efeito observagdo na PGT
néo foi confirmado nos AGCC, onde pode-se perceber que o TC da mucuna-preta ndo foi capaz

de modificar a quantidade produzida de AGCC totais, bem como né&o alteraram as proporcoes
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de acetato e propionato, nem a relagéo acetato:propionato, entre os substratos analisados com e
sem PEG, o que seria indicativo da mitigacdo da producdo de CHs (Liu & Whitman, 2008;
Cottle et al., 2011; Hirstov et al., 2013). Sugerindo assim que a fermentacdo dos carboidratos
ndo foi prejudicada pela presenca do TC da mucuna e sim a degradabilidade da proteina que
pode ter sido responsavel pela menor PGT observada, em decorréncia do menor teor de amonia
(NHz) produzido.

5.2.2. Digestibilidade aparente

O consumo apresentado pelos animais nos tratamentos MP e MSP foi o esperado
de acordo com as recomendacdes descritas no NRC (2007), que estima faixa de ingestdo de
0,77 a 1,05 kg de MS e de 0,059 a 0,079 de kg de PB para animais adultos com PV entre 40 e
60 kg, respectivamente. Situacdo semelhante para o NDT que foi de 0,502 a 0,513 kg/dia, para
MSP e MP, respectivamente, dentro da faixa preconizada pelo NRC (2007) de 0,410 a 0,560
kg/dia. Os carneiros do grupo CON apresentaram ingestdo de MS, 23 % maior que as
recomendagdes do NRC (2007), e de NDT, 4 % maior que o descrito pelo NRC (2007),

superiores aos tratamentos com a mucuna (p < 0,05).

A maior MSI do grupo CON parece estar associada a necessidade de suprimento
de exigéncias proteica, pois o feno de aruana apresentou menor quantidade de PB, quando
comparado ao feno de mucuna (Tabela 2.1). Os carneiros alimentados com a mucuna por sua
vez, atingiram as exigéncias de PB com menor quantidade de MS ingerida. Em relacdo a
digestibilidade dos alimentos testados, percebeu-se que a inclusdo de mucuna na dieta reduziu
todos os CDA apresentados, com excecdo do CDAPB, que apresentou indices semelhantes de
digestibilidade entre os grupos avaliados (p > 0,05). Por outro lado, a mucuna proporcionou
aumento de N-NHz nos animais dos grupos MP e MSP (p < 0,05), que refletiu maior
disponibilidade de proteina da mucuna com maior degradabilidade ruminal deste nutriente
(Silva & Silva, 2013), quando comparada ao grupo CON, e nédo houve efeito do TC, pois 0s

tratamentos com e sem PEG foram semelhantes.

A MSI é regulada pelo hipotalamo, a partir dos centros da fome (nucleo lateral)
e da saciedade (nacleo ventro-medial) que recebem informacOes a respeito da
aceitabilidade/rejeicao ao alimento disponivel, do nivel de nutrientes absorvidos, teor de glicose
e lipideos no sangue, temperatura corporal, distencdo rumino-reticular e teor de AGCC
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presentes no rumem (Lana, 2007; Silva, 2011). O consumo em ruminantes € maior em forragens
com menores teores de FDN, com maior degradabilidade das fibras (maior taxa de passagem)
e é reduzido com a elevacdo dos teores de AGCC, onde o propionato exerce maior poder

inibidor de consumo, quando comparado ao acetato e ao butirato (Silva, 2011).

Em relacdo aos teores de fibras, a mucuna apresentou valores proximos aos do
aruana, em se tratando de FDN, e valores maiores em termos de FDA (Tabela 2.1), porém,
como a MSI foi maior no grupo CON, a quantidade de FDN foi superior, mas a quantidade de
FDA foi equivalente nos trés grupos; nesse sentido um dos fatores que parece ter limitado o
consumo de mucuna (grupos MP e MSP) foi a menor degradabilidade das fibras e nutrientes
(Tabela 2.3) e consequente menor taxa de passagem. Outro fator que poderia influenciar a
degradabilidade das fibras é a presenca de TC, porém nao houve diferencas entre os grupos MP
e MSP; dessa maneira, a menor digestibilidade da mucuna no presente estudo parece estar
associada ao alto teor de FDA e a baixa degradabilidade das fibras e nutrientes (Longo et al.,
2012) e ndo a atividade bioldgica do TC em formar complexos com proteina (Abdalla et al.,
2012).

Bhatta et al. (2012), analisando varias leguminosas taniniferas, observaram
diferentes efeitos dos taninos, através da inclusdo de PEG, na populacdo de protozoarios,
concluindo gue a resposta da populacdo de protozoarios ao uso de taninos de variadas origens
como agente defaunador ou redutor na populacdo de protozoarios deve ser analisado com
cuidado. No presente trabalho, o TC da mucuna ndo foi capaz de reduzir a populacéo de
protozoarios, quando comparados os grupos MSP e CON (p > 0,05), porém houve reducéo de
47 % na quantidade de protozoarios associada a inclusdo de PEG na dieta (p < 0,05), quando

comparados os grupos MP e CON.

A populacdo de protozoarios em todos os tratamentos ficou dentro do nimero
normal (10* — 10° protozoarios/mL de contetido ruminal), perfazendo de 40 a 60 % da biomassa
microbiana total, conforme descrito por Arcuri et al. (2011) e Newbold et al. (2015). O PEG,
que em humanos é utilizado como laxante no tratamento da constipagdo intestinal infantil
devido & sua excelente acdo osmdtica, a capacidade de se misturar a varios liquidos e a baixa
absorcdo pelo organismo (Gomes et al., 2011), na nutricdo de ruminantes tem por efeito a
inativacdo dos taninos em decorréncia da maior afinidade que os taninos apresentam a este
composto quando comparado a proteinas (Makkar, 2003). Apesar de o PEG ser comumente

utilizado em experimentos com tanino, Bhat et al. (2013) relataram perdas produtivas em
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producdo de leite, ganho de peso e 1a na administracdo de PEG em niveis abaixo da faixa de 2-
4 % de TC. Essa reducdo produtiva poderia ser efeito da auséncia do beneficio que o TC
proporciona nesses indices e/ou a eventual reducdo da proteina microbiana, oriunda dos

protozoarios, a ser digerida.

A reducdo ocorrida na densidade populacional de protozoarios no grupo MP
pode estar pautada em trés hipdteses, individualmente ou associadas: (1) possivel efeito
osmatico, em decorréncia de auséncia de TC suficientes para a formacgdo de complexos com o
PEG disponivel; (2) reducdo de proteina disponivel para ser degradada no rumem; e (3)
acidificacdo proporcionada pela inativacdo do TC (adi¢do de PEG). Dessa maneira percebe-se
uma necessidade de mais estudos para se entender o efeito do PEG disponivel sobre os

protozoarios no rumem.
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6. CONCLUSAO

No bioensaio in vitro os taninos condensados da mucuna-preta foram suficientes
para reduzir a producdo de gases totais (PGT), diminuir os niveis de nitrogénio amoniacal (N-
NHs3), e elevar o pH do liquido ruminal, protegendo a proteina da degradabilidade no rumen.
Além disto ndo foram capazes de proporcionar efeito mitigador de metano e alteraces na
producdo total e nos teores dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC), ou seja, nao interferiu

no processo fermentativo dos carboidratos.

No experimento in vivo os teores elevados de PB e FDA da mucuna em relagédo
ao da aruana foram determinantes na reducdo do consumo e na digestibilidade aparente dos

nutrientes, ndo sendo observado efeito do TC desta leguminosa.
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CAPITULO 3 -EMISSAO DE METANO E PARAMETROS FERMENTATIVOS
RUMINAIS DE OVINOS SUPLEMENTADOS COM MUCUNA PRETA

(ST1ZOLOBIUM ATERRIMUM)
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1. RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo avaliar o comportamento fermentativo ruminal e o
potencial em mitigar a producdo de metano (CH4) entérico da leguminosa taninifera mucuna-
preta (Stizolobium aterrimum) em ovinos Santa Inés. Utilizou-se dois métodos para avaliacdo
da emissdo de CH4: as camaras respirométricas (CR) e a técnica do hexafluoreto de enxofre
(SFs). No método das CR 18 ovinos, machos castrados, com peso vivo (PV) médio de 46,8 +
7,8 kg, com, aproximadamente, 24 meses de idade, foram submetidos a 24 dias de periodo
experimental (18 dias de adaptacdo e 6 de coleta), divididos em trés grupos de tratamentos:
dieta exclusiva de feno de capim-aruana (Panicum maximum Jacg. cv. Aruana) (CON); e feno
de capim-aruana suplementado com feno de mucuna, com adigdo (MP) e sem adicdo de PEG
(MSP). Pelo método do SFs, 8 ovinos, machos, castrados, com canula ruminal e PV medio de
61,8 = 6,8 kg, foram submetidos a 23 dias de adaptacdo e 10 de coleta, subdivididos em dois
grupos, com alternancia de tratamentos: dieta de feno de capim-aruana suplementado com feno
de mucuna, com adicdo (MP), e sem adi¢cdo de PEG (MSP). Ao término das avaliacdes de CH4
foram coletadas amostras de contetdo ruminal para analises do teor de nitrogénio amoniacal
(N-NHs3), acidos graxos de cadeia curta (AGCC), e contagem de protozoarios. No método das
CR, houve maior ingestdo de matéria seca (MS), de matéria organica (MO) e de fibras em
detergente neutro (FDN) no grupo MSP, quando comparado ao CON (p < 0,05); a inclusdo de
mucuna (MP e MSP) proporcionou maior ingestdo de proteina, maiores teores de N-NHz e
AGCC total e de propionato, e menor relacdo acetao:propionato, quando comparados ao CON
(p <0,05); a inclusdo de PEG proporcionou redugdo na contagem de protozoarios ruminais. No
método do SFs, ndo houve diferencas entre os grupos MP e MSP em nenhum dos parametros
analisados. Em ambos os métodos, ndo houve diferencas entre os tratamentos, nos parametros

de emissdo de CH4 analisados (p > 0,05).
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Palavras-chave: acidos graxos de cadeia curta, camaras respirométricas, hexafluoreto de

enxofre (SFs), polietilenoglicol, protozoarios, taninos.
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2. ABSTRACT

METHANE EMISSION AND RUMINAL FERMENTATIVE PARAMETERS OF
SHEEP SUPPLEMENTED WITH STIZOLOBIUM ATERRIMUM

The objective of this study was to evaluate ruminal fermentation behavior and the potential to
mitigate the enteric methane (CH4) production of legume Stizolobium aterrimum (SA) in Santa
Inés sheep. For the analysis of the condensed tannins (TC) effects present in their composition,
the tannin binder polymer polyethylene glycol (PEG) was used. Two methods were used to
evaluate CHs emission: the respirometric chambers (CR) and the sulfur hexafluoride (SFe)
technique. In the method of CR 18 lambs, castrated males, with a mean live weight of 46.8 +
7.8 kg, with approximately 24 months old, were submitted to 24 days of experimental period
(18 days of adaptation and 6 of collection), divided into 3 groups of treatments: exclusive diet
of aruana grass hay (Panicum maximum Jacq. cv. Aruana) (CON); aruana grass hay
supplemented with SA hay with PEG addition (MP) and without PEG addition (MSP). In SFs
method, 8 male castrated sheep with ruminal cannula and mean PV of 61.8 + 6.8 kg were
submitted to 33 days of experimental period (23 of adaptation and 10 of collection), subdivided
into two groups with treatments alternation: diet of aruana grass hay supplemented with SA
hay, with PEG addition (MP), and without PEG addition (MSP). After the CH4 evaluation in
both methods, ruminal content samples were collected for analysis of ammoniacal nitrogen (N-
NHz), short chain fatty acids (AGCC), and protozoal accounts. In the CR method, there was
higher intake of dry matter (MS), organic matter (MO) and neutral detergent fiber (FDN) in the
MSP group when compared to the CON (p < 0.05); The inclusion of SA (MP and MSP)
provided a higher intake of crude protein (PB) and digestible PB, higher N-NH3 levels, higher
amount of total AGCC and propionate, and lower acetate: propionate ratio when compared to
CON (p <0.05). The inclusion of PEG provided a reduction in the ruminal protozoal account.
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In the SFs method, there were no differences between the MP and MSP groups in any of the
parameters analyzed. In both methods, there were no differences between treatments in the CHs

emission parameters analyzed (p > 0.05).

Key words: Polyethylene glycol. Protozoa. Respirometric Chambers. Short Chain Fatty Acids.

Sulfur hexafluoride. Tannins.
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3. INTRODUCAO

A éarea destinada ao cultivo de plantas forrageiras para atender a producao
pecudria brasileira compreende pelo menos 51 % da area de producdo agricola nacional (IBGE,
2015) onde em sua maioria é destinado a producdo de ruminantes, que totalizaram
aproximadamente 240 milhGes de cabecas entre bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos, e
representaram 38 % da carne produzida no pais (FAO, 2017), além de leite e seus derivados,

couro, pele e Ia.

O manejo adequado da alimentacdo animal, atraves da utilizacdo alimentos de
melhor qualidade nutricional e maior digestibilidade, além de possibilitar a elevacéo dos indices
produtivos, permite a reducdo de perdas energéticas durante o processo fermentativo,
principalmente em decorréncia da formacdo de gases, onde o metano (CH4) recebe importante
destaque (Johnson & Johnson, 1995; Mackie et al., 2013).

Visando reduzir a utilizacdo de grdos por ruminantes proporcionando aumento
da disponibilidade de cereais para atendimento da demanda na alimenta¢do humana, a melhora
na forragem ofertada surge como uma alternativa viavel, onde as leguminosas de clima tropical
aparecem como opcdo de destacado potencial, devido a sua melhor qualidade nutricional e
maior digestibilidade, quando comparadas as gramineas tropicais que predominam como

forrageiras utilizadas na producéo de ruminantes (Hristov et al., 2013; Lima, 2016).

Além da qualidade bromatoldgica, que geralmente é superior a das gramineas,
as leguminosas tropicais apresentam maiores teores, e com maior frequéncia que gramineas e
leguminosas de clima temperado, taninos (Archimede et al.,2011). Os taninos sdo metabdlitos
secundarios, quimicamente definidos como compostos polifendlicos, classificados em
hidrolisaveis (TH) ou em condensados (TC) e, apesar do seu efeito antinutricional quando

administrado em doses superiores a 40 g/kg de matéria seca ingerida (MSI), que pode levar a
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toxicidade, vem mostrando efeitos positivos como anti-helmintico, na elevacéo da producéo de
carne, leite e 13, e reducdo na emissdo de CHa de origem entérica (Makkar, 2003; Frutos et al.,
2004; Louvandini et al., 2011).

A leguminosa estolonifera mucuna-preta (Stizolobium aterrimum), muito
utilizada na utilizacdo como adubo verde, vem sendo testada na alimentacdo animal devido a
sua qualidade nutricional, teor de taninos adequado a nutri¢do, associado a facilidade de manejo
e elevada aceitabilidade por parte de ovinos e bovinos (Arf et al., 1996; Seno et al., 1996;
Whitmore, 2000; Silva Sobrinho, 2014), e principalmente devido ao potencial mitigador

apresentado por esta leguminosa (Delgado et al., 2010; Moreira et al., 2013).

Objetivando-se avaliar o comportamento fermentativo da inclusdo de mucuna-
preta na dieta de ovinos alimentados com feno de graminea tropical e o seu potencial em mitigar
a producdo de CHa, bem como analisar os efeitos do TC presente em sua composicao através
da utilizacdo do polimero aglutinador de taninos polietilenoglico (PEG), realizou-se dois
experimentos in vivo, com os métodos das camaras respirométricas (CR) e do gas tracador
hexafluoreto de enxofre (SFe) para analisar a emissdo de CHs em ovinos Santa Inés

suplementados com mucuna-preta.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Local

Os locais de realizacdo das analises in vitro e in vivo, de cultivo e enfenagédo da
leguminosa utilizada, bem como a aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-

CENAV/USP) se encontram descritos no tépico 4.1 Local do capitulo anterior.

4.2. Leguminosa Testada

O cultivo e o processo de enfenacdo da mucuna-preta, a descricdo da andlise
bromatoldgica realizada e a composicao nutricional (Tabela 2.1) dos fenos utilizados (mucuna

e aruana) encontram-se descritos no tépico 4.2 Leguminosa Testada do capitulo anterior.

4.3.Técnica das camaras respirométricas — CR

Foram utilizados 18 ovinos Santa Inés, machos, castrados, com PV meédio de
46,8 = 7,8 kg, com, aproximadamente, 24 meses de idade. Os animais foram submetidos a 24
dias de periodo experimental, divididos em 18 dias de adaptagéo a dieta, onde os animais foram
alocados em baias coletivas por 10 dias, 7 dias de adaptacdo as gaiolas individuais para
experimento de metabolismo, 1 dia de adaptagdo as camaras e 2 dias de coleta. Como s6 haviam
6 camaras em funcionamento, formou-se 3 blocos com 2 animais de cada tratamento. Os
animais foram divididos em trés grupos: controle (CON), mucuna + PEG (MP) e mucuna
(MSP).
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A dieta fornecida ao grupo CON foi feno picado de Panicum maximum cv.
Aruana disponibilizado ad libitum, calculada em 3 % de consumo de matéria seca (CMS) em
relacdo ao PV e ofertado 2 vezes ao dia; a dieta do grupo MSP, também calculada em 3 % de
CMS em relacdo ao PV, foi fornecida de forma a manter a relagdo 50 % de feno de mucuna-
preta e 50 % de feno picado de Panicum maximum cv. Aruana, dessa maneira a quantidade de
feno de aruana, ofertada no periodo vespertino, dependia do consumo de feno de mucuna,
ofertado pela manhd; e MP mesma dieta do MSP, porém o feno da mucuna foi homogeneizado
com 40 mL de solucdo de PEG, com concentracdo 0,59 de PEG/mL, perfazendo uma relacao

PEG:TC de 3:1. Os trés grupos receberam agua e sal mineral ad libitum.

Para a determinacdo da emissdo de CH4 pela técnica das camaras respirometricas
utilizou-se as CR de circuito aberto desenvolvidas no LANA-CENA/USP, conforme descrito
por Abdalla et al. (2008), porém com a substituicdo das cortinas de polietileno por placas
transparentes de acetato que facilitam o manejo nas camaras. Para a coleta, cada animal
permaneceu por dois dias consecutivos na CR; as amostras foram armazenadas em baldes
plasticos revestidos por filme em aluminio para posterior leitura em cromatografo a gas

Shimadzu® GC-2010, através do detector por ionizagio de chama (FID).

4.4 Técnica do hexafluoreto de enxofre — SFs

Foram utilizados 8 ovinos Santa Inés, machos, castrados, com canula ruminal e
peso vivo (PV) médio de 61,8 + 6,8 kg, do rebanho permanente do LANA/CENA. Os animais
foram submetidos a 33 dias de periodo experimental, divididos em 22 dias de adaptacdo, onde
os animais foram alocados em baias coletivas por 20 dias para adaptacdo a dieta, 2 dias de
adaptacdo as gaiolas individuais para experimento de metabolismo, 5 dias de coleta do primeiro
bloco, 7 dias de descanso das gaiolas, 1 dia de readaptacdo as gaiolas e 5 dias de coleta do
segundo bloco. Os animais foram divididos em dois grupos com alternancia de tratamentos
(switchback®): mucuna + PEG (MP) e mucuna (MSP).

A dieta ofertada ao grupo MSP foi calculada em 3 % de CMS em relagéo ao PV,
e foi fornecida de forma a manter a relacdo 50 % de feno de mucuna-preta e 50 % de feno

picado de Panicum maximum cv. Aruana, dessa maneira a quantidade de feno de aruana,

3 O modelo estatistico “switchback”, que ndo apresenta 0 mesmo ndmero de tratamentos e de animais, é uma
variacdo do modelo “quadrado latino” que apresenta 0 mesmo nimero de animais e de tratamentos (Templeman,
2004).
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ofertada no periodo vespertino, dependia do consumo de feno de mucuna, ofertado pela manhg;
a dieta ofertada ao grupo MP foi mesma dieta do grupo MSP, porém o feno da mucuna foi
homogeneizado com 40 mL de solucdo de PEG, com concentracdo 0,59 de PEG/mL,
perfazendo uma relacdo PEG:TC de 3:1. Ambos os grupos receberam agua e sal mineral ad

libitum.

Para determinacéo da emissdo de CH4 pela técnica do gas tragador SFe utilizou-
se as adaptacgdes realizadas por Primavesi et al. (2004) no método inicialmente descrito por
Johnson et al. (1994). Diferentemente do descrito por Johnson et al. (1994) e Primavesi et al.
(2004), as cangas utilizadas eram cilindricas e de ago inoxidavel e ficavam fixas ao dorso dos
animais por meio de arreios. As capsulas foram recuperadas apds a coleta e calibradas
novamente para a corre¢do da emisséo de SFe, conforme descrito por Boland et al. (2014). Ao
longo do experimento, foram realizadas duas etapas (blocos) de 5 dias de coleta, totalizando 10
dias de coleta para 16 animais, conforme sugerido por Koolaard et al. (2014); as amostras foram
analisadas em cromatografo a gas Shimadzu® GC-2010 equipado com detectores de captura de

elétrons (ECD), para a leitura do SFs, e FID, para leitura do CHa.

4.5.Parametros de Fermentacdo Ruminal

No ultimo dia do periodo de coleta no experimento de ambos 0s ensaios, apds
trés horas do fornecimento da dieta, foram amostrados liquido ruminal de todos animais para
analise da concentracdo de N-NHs, conforme Preston (1995), acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), de acordo com a metodologia adaptada de Palmquist & Conrad (1971) e contagem de
protozoarios, de acordo com Dehority et al. (1983). Para as analises de N-NHz e AGCC as
amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C, e para a contagem de protozoarios, 2 mL de
liquido ruminal foram diluidos em 4 mL de solugdo de verde de metila e formol salino (M.F.S.)

e mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente.

4.6. Andlise Estatistica

No experimento SFe foi utilizado o delineamento de cruzamento repetido
switchback. Em ambos os experimentos, CR e SFs, 0s dados coletados foram submetidos a
andlise de variancia por meio do procedimento MIXED do programa SAS®, onde as dietas

foram consideradas os efeitos fixos e os animais os efeitos aleatérios. Em todas as analises as
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médias foram comparadas pelo teste de Tukey e foi utilizada a versdo 9.4 do SAS® (Analysis
System Institute, Cary NC, USA) adotando-se o nivel de significancia de 5 %.

Para a quantificacdo de protozoario por mL de conteddo ruminal, em ambos 0s
experimentos, os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk de normalidade, através do
procedimento UNIVARIATE, também do programa SAS® (versdo descrita acima), antes da

analise de variancia.



88

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados

5.1.1. Cémaras respirométricas — CR

No experimento de CR foram utilizados animais de PV equivalente (p > 0,05)
em todos os tratamentos. Nos parametros de consumo analisados, ndo se observaram diferengas
significativas (p > 0,05) no consumo da mucuna (MP e MSP), na MS digestivel ingerida
(MSDI), na matéria organica (MO) digestivel ingerida (MODI), nem na FDN digestivel
ingerida (DFDNI) entre os tratamentos avaliados. Entretanto houve diferenga significativa na
MSI, na MO ingerida (MOI) e na FDN ingerida (FDNI), sendo que os animais do grupo MSP
consumiram quantidades maiores desses nutrientes do que os animais do grupo CON (p < 0,05).
Ainda no que diz respeito a consumo, 0s animais que receberam mucuna (grupos MP e MSP)
ingeriram maiores quantidades de (PBI) e de PB digestivel (DPBI) quando comparados aos
animais do grupo CON. Em relagdo a emissdo de CH4, ndo houve diferenca significativa (p >
0,05) entre os tratamentos utilizados na emisséo diaria (CHsD), na emissdo de CHs relativa a
MSI (CHsMSI), na emissdo de CHa relativa a MSDI (CH4sMSDI), na emissdo de CHas relativa
a MODI (CHsMODI), nem na emisséo de CHjy relativa a DFDNI (CH4DFDNI), (tabela 3.1).
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Tabela 3.1 — Peso vivo, consumo e de emissdo de metano (CHa4) aferidos em camaras
respirométricas com ovinos alimentados exclusivamente com feno de capim-aruana (CON) e
suplementados com mucuna-preta com (MP) ou sem (MSP) a adi¢do de polietilenoglicol (PEG)
em sua composicao.

Tratamentos
Varidveis CON MP MSP  EPM! p?2
Peso vivo (Kg) 51,57 46,47 46,57 2,94 n.s.
Consumo (1)
Matéria seca (MSI) — (kg/dia) 0,898 0,954 1044 0,07 0,0071
Mucuna-preta (g/kg MSI) - 659 682 28,31 n.s.
Matéria orgénica (MOI) — (kg/dia) 0,858 0,90 0994 0,07 0,0073
Fibra em detergente neutro (FDNI) — (kg/dia) 0658 0,694 0,76 0,05 0,0073
Proteina bruta (PBI) — (kg/dia) 0,0818% 0,124~ 0,138~ 0,01 <0,0001
MS digestivel (MSDI) — (kg/dia) 0,55 0,49 0,54 0,05 n.s.
MO digestivel (MODI) — (kg/dia) 0,58 0,51 0,49 0,05 n.s.
FDN digestivel (DFDNI) — (kg/dia) 0,42 0,35 0,35 0,03 n.s.
PB digestivel (DPBI) — (kg/dia) 0,04 006* 006" 001 <0,0001
Emisséo de CH4
CH4D 10,60 12,61 14,39 1,44 n.s.
CHsMSI 12,00 14,79 14,33 1,83 n.s.
CHs;MSDI 19,33 34,31 27,40 5,17 n.s.
CH;MODI 18,69 27,99 31,08 3,64 n.s.
CH,DFDNI 25,58 42,36 42,56 4,89 n.s.

CH4D — emissdo de metano (CH.) em g/dia; CHsMSI — emissdo de CH4 em g/kg MSI; CHsMSDI — emisséo de
CHsem g/kg MSDI; CHsMODI —emissdo de CHs em g/kg MODI; CH4DFDNI —emissdo de CH4 em g/kg DFDNI.
1 — Erro padrdo da média

2 _Valores expressos: (p<0,05) significativo; (p>0,05) néo significativo (n.s.)

Em relacdo aos parametros de fermentagdo ruminal dos animais utilizados nas
CR, a inclusdo de mucuna na dieta (grupos MP e MSP) proporcionou maior quantidade de N-
NHs, AGCC total produzida e propionato no conteudo ruminal desses animais, quando
comparados ao grupo CON (p < 0,05). Por sua vez o grupo CON apresentou maior teor de
isovalerato, quando comparado aos grupos MP e MSP (p < 0,05). A quantidade de protozoarios
do grupo CON foi superior a contagem do grupo MP (p < 0,05), mas semelhante ao MSP. O
teor de isobutirato do grupo CON foi superior aos teores encontrados no grupo MP (p = 0,0829)
e no MSP (p < 0,05). Os teores de valerato dos grupos CON e MP foram superiores ao teor
encontrado no grupo MSP (p = 0,0559). A relacéo acetato:propionato do grupo CON foi maior
quando comparada aos grupos MP (p < 0,05) e MSP (p = 0,0650) (tabela 3.2).
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Tabela 3.2 — Pardmetros ruminais de ovinos alimentados exclusivamente com feno de capim-

aruana (CON) e suplementados com mucuna-preta com (MP) ou sem (MSP) adicdo de
polietilenoglicol (PEG) em sua composicéo.
Tratamentos
Variaveis CON MP MSP EPM ! p2
N-NH3 (mg/100 mL) 10,37 B 18,53 A 17,85 A 2,21 0,0141
Protozoarios (x105/mL) 11,20 A 5,958 8,55 AB 0,50 0,0019
AGCC
Total (mmol/L) 57,77  8591A  87,75A 7,74 0,0100
Acetato (%) 78,80 78,45 79,62 0,99 n.s.
Propionato (%) 12,24%  1383% 13854 0,50 0,0211
Butirato (%) 5,22 5,56 511 0,70 n.s.
Isobutirato (%) 1,034 0,56 AB 0,278 0,19 0,0064 @
Valerato (%) 0,524 0,44 A8 0,36 B 0,06 0,0559
Isovalerato (%) 2,194 1,138 0,79 B 0,35 0,0279
Acetato:Propionato 6,45 A 5718 5,76 A8 0,27 0,0477 @
N-NH; — nitrogénio amoniacal; AGCC — 4cidos graxos de cadeia curta
1 — Erro padrdo da média
2 _Valores expressos: (p < 0,05) significativo; (0,05 < p < 0,10) tendéncia; (p > 0,10) ndo significativo (n.s.)
3 _ O teor de isobutirato do grupo MP, quando comparada ao grupo CON, foi inferior (p = 0,0829)
4 Arelagdo Acet:Prop do grupo MSP, quando comparada ao grupo CON, foi inferior (p = 0,0650)
5.1.2. Hexafluoreto de enxofre — SFs
Na analise de SFe foram utilizados animais com PV semelhantes. Para as
variaveis de consumo e emissdo de metano entérico ndo houve diferenca entre tratamentos (p

> 0,05) (tabela 3.3).

Tabela 3.3 — Peso vivo, consumo de matéria seca (MSI) e emissdo de metano (CH4) aferida
pelo método do gas tragador SFe em ovinos, suplementados com mucuna-preta com (MP) ou

sem (MSP) adicdo de polietilenoglicol (PEG) em sua composicao.

Tratamentos

MP MSP EPM! P2
Variaveis
Peso vivo (kg) 59,82 60,32 0,45 n.s.
MSI (kg/dia) 0,91 0,84 0,12 n.s.
Consumo de mucuna-preta (g/kg MSI) 533,5 527,1 23,33  ns.
Consumo de proteina bruta (kg/dia) 0,112 0,103 0,015 ns.
Emissdo de CH4
CH4D 21,51 20,08 3,51 n.s.
CH4MSI 24,36 25,54 2,51 n.s.

CH4D — emisséo de metano (CH4) em g/dia; CH4MSI — emisséo de CH4 em g/kg MSI.
! — Erro padrdo da média.
2 _ Valores expressos: (p<0,05) significativo; (p>0,05) ndo significativo (n.s.).
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Em nenhuma das variaveis ruminais analisadas no experimento da técnica do
SFs, foi observada diferenca entre os tratamentos (p > 0,05). A quantidade de protozoarios/ mL
de liquido ruminal nos ovinos do grupo MSP foi maior (p = 0,0925), quando comparada aos

ovinos do grupo MP (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Quantidade de protozoérios e &cidos graxos de cadeia curta em ovinos alimentados
com feno de capim-aruana e suplementados com mucuna-preta com (MP) ou sem adi¢cdo (MSP)
de polietilenoglicol (PEG) em sua composi¢&o.

Tratamentos

Variaveis MP MSP EPM ! p?2
Protozoarios (x10°/mL) 10,03 11,87 0,42 0,0925
Acidos graxos de cadeia curta

Total (mmol/L) 91,57 88,04 3,48 n.s.
Acetato (%) 77,54 76,88 0,77 n.s.
Propionato (%) 14,82 14,78 0,48 n.s.
Butirato (%) 6,33 6,71 0,37 n.s.
Isobutirato (%) 0,19 0,26 0,08 n.s.
Valerato (%) 0,39 0,45 0,03 n.s.
Isovalerato (%) 0,72 0,90 0,11 n.s.
Acetato:Propionato 5,29 5,24 0,22 n.s.

! — Erro padréo da média
2 _Valores expressos: (p < 0,05) significativo; (0,05 < p < 0,10) tendéncia; (p > 0,10) ndo significativo (n.s.)

5.2.Discussao

5.2.1. Mucuna-preta

Apesar de leguminosas normalmente possuirem valores mais elevados de
taninos e melhor digestibilidade do que gramineas tropicais (Archimede et al., 2011; Boval &
Dixon, 2012; Hristov et al.,2013) a mucuna-preta utilizada neste experimento apresentou baixos
teores de CFT (24,68 g /kg MS), TT (15,31 g /kg de MS) e de TC (5,67 g /kg de MS) quando
comparada aos valores medios encontrados na literatura pesquisada de 47,00, 40,75 e 25,80
o/kg MS de CFT, TT e TC, respectivamente (Longo, 2007; Savon et al., 2007; Delgado et al.,
2010; Abdalla et al., 2012; Longo et al., 2012; Moreira et al., 2013) e 2.1.

Os contetdos de FDN (729,25 g/kg MS) e FDA (559,25 g/kg MS) também foram
acima dos valores médios para a mucuna (FDN 619,33 g/kg MS e FDA 439,33 g/kg de MS),
segundo a literatura consultada (Nascimento & Silva, 2004; La O et al., 2006; Longo, 2007;
Savon et al., 2007; Delgado et al., 2010; Abdalla et al., 2012; Longo et al., 2012; Moreira et al.,
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2013). Os elevados teores de FDN e FDA se devem a maior ou menor variagdo no vegetal
decorrentes da parte colhida, época do ano e tempo de cultivo da mucuna. Quando comparados
aos valores encontrados por Nascimento & Silva (2004) (FDN 714 g/kg MS e FDA 555 g/kg
MS) e por Moreira et al. (2013) (FDN 822 g/kg MS e FDA 645 g/kg MS), que também
utilizaram a parte aérea integral da mucuna, foram proximos; quando comparados aos teores
determinados por autores que utilizaram apenas folhas, peciolos e galhos jovens os teores foram
superiores aos encontrados por Abdalla et al. (2012) (FDN 496 g/kg MS) e por Delgado et al.
(2010) (FDN 463 g/kg de MS e FDA 292 g/kg MS).

Os teores de TT e de TC da mucuna foram muito aquém dos valores de 50 g/kg
de MS considerados como antinutricionais na nutricdo animal (Makkar, 2003; Seresinhe &
Pahirana, 2003) descartando a possibilidade de os taninos da mucuna virem a interferir
negativamente em caracteristicas de salde e desempenho animal. Seresinhe & Pathirana (2003)
e Louvandini et al. (2011) consideraram que os efeitos benéficos dos taninos se apresentariam
em situacdes em que o conteudo estivesse entre a faixa de 20 a 40 g de tanino/kg MS, porém
Montossi et al. (1996), comparando animais com e sem a utilizagdo de PEG, obtiveram ganho
em peso 23 % superior em cordeiros alimentados com a graminea Holcus lanatus, com 4,2 g
de TC/kg MS, em sua composicao (Montossi et al., 1996; Frutos et al., 2004), sugerindo uma
possivel melhora também no processo fermentativo ruminal e uma eventual reducdo na emissdo
de CHa4, mesmo com teores de TT e TC abaixo da faixa considerada benéfica, porém isso ndo

foi observado no presente estudo (Tabelas 3.1 e 3.3).

O feno de aruana utilizado apresentou teores proximos aos descritos por
Valadares Filho et al. (2016) para feno de capim-aruana, com 887,5 g de MS/kg de matéria
natural (MN), 776,8 g de FDN/kg de MS, 556,2 g de FDA/kg MS e 75,1 g de PB/kg de MS.
No presente estudo, a composi¢do nutricional da leguminosa (mucuna-preta) e da graminea
(capim-aruana) utilizadas foram semelhantes (Tabela 2.1), com excecdo dos teores de PB e
FDA, que foram maiores na leguminosa, e dos CFT, TT e TC, que apesar de presentes apenas
na mucuna, foram abaixo do usualmente encontrado (Abdalla et al., 2012; Longo et al., 2012;

Moreira et al., 2013), impossibilitando a mitigacdo de CHa.
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5.2.2. Cémaras respirométricas — CR

O consumo apresentado pelos animais nos tratamentos CON, MP e MSP foi o
esperado de acordo com as exigéncias nutricionais descritas pelo NRC (2007), que estima o
consumo de 0,77 a 1,05 kg de MS e de 0,059 a 0,079 de kg de PB para ovinos adultos que
pesem entre 40 e 60 kg de PV, respectivamente, porém o consumo do grupo MSP foi 17 %
superior ao do grupo CON (p < 0,05), elevando a ingestdo de MO e FDN, consequentemente.
A ingestdo de proteina nos grupos MP e MSP foi aproximadamente superior em 62 % de PB e
em 50 % de proteina digestivel (PD) quando comparados ao grupo CON, devido aos maiores

teores apresentados pela mucuna de PB e PD, quando comparado ao aruana.

Como o teor de TC apresentado pela mucuna também nao foi suficiente para
interferir negativamente no consumo dos animais, e como pode ser observado os animais
recebendo mucuna (MP e MSP) apresentaram consumo aproximadamente 12 % maior do que
0s animais que receberam apenas aruana (CON), o teor de AGCC total produzido também foi
maior (Tabelas 3.1 e 3.2). Como o teor de fibras apresentado para mucuna, foi préximo ao
obtido para o feno de aruana, a ingestéo de fibras também foi maior, acompanhando o consumo,
nos grupos MP e MSP, gerando uma elevada producéo de acetato, assim como no grupo CON.
Essa maior ingestdo de fibras e, por conseguinte, maior producdo de acetato € um dos fatores
que faz com que se eleve a producdo de CH4 durante o processo fermentativo (Hristov et al.,
2013; Naet al., 2013).

Outro fator que influenciaria a mitigacdo de CH4 entérico é a elevacédo do teor
de propionato no contetdo ruminal e consequente reducdo na relacdo acetato:propionato
(Hristov et al., 2013). Apesar deste processo ter ocorrido devido a maior ingestdo de PB (PBI)
dos grupos MP e MSP quando comparada ao grupo CON (p < 0,05), tanto no teor de propionato,
quanto na relacdo acetato:propionato, melhorando assim o padrdo fermentativo da digesta
contendo mucuna, quando comparada a digesta composta por feno de aruana, essas alteracdes
ndo foram suficientes para modificar o perfil nos teores de acetato 65-70 % e de propionato 15-
20 % normalmente encontrados na literatura (McDonald et al., 2010; Mackie et al., 2013), o

que pode ndo ter contribuido em uma possivel reducdo na emisséo de CHa.

Isso também pode ter ocorrido pelo fato de se ter utilizado fenos, onde os teores
de carboidratos sollveis se encontram reduzidos e os de carboidratos estruturais elevados,

reduzindo assim o aporte energético disponivel na dieta (Hirstov et al., 2013; Lima, 2016).
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Leguminosas, devido ao seu maior conteldo de carboidratos ndo estruturais e baixo teor de
fibras, associadas a presenca de taninos em sua composic¢ao, podem reduzir a perda de energia
pela formagédo de CH4 (Archimede et al., 2011; Goel & Makkar, 2012; Hristov et al., 2013),
porém no presente estudo apesar de o teor de FDN da mucuna ter sido proximo ao do aruana,
o teor de FDA foi maior na mucuna, reduzindo assim sua digestibilidade, conforme visto nas

tabelas 2.1 e 2.3 do capitulo anterior.

A elevagdo do teor de N-NH3 (p < 0,05) no presente estudo também foi
decorrente da maior PBI dos grupos MP e MSP em relacgdo ao grupo CON e do maior teor de
N-NH3 apresentado pelas dietas com mucuna, conforme discutido no item Digestibilidade
aparente do capitulo anterior. O teor de N-NHs funciona como indicador da atividade bioldgica
do TC que forma complexos estaveis com a proteina em pH ruminal (Bhat et al., 2013), porém
quando se compara o0s grupos MP e MSP isso ndo pode ser observado (p > 0,05) em decorréncia,
provavelmente, do teor de taninos ter ficado abaixo da faixa considerada benéfica e ndo ter

gerado efeitos que pudessem ver verificados nas varidveis avaliadas.

N&o se observou diferenca significativa na emissdo de CH4 em decorréncia
utilizagdo da mucuna, assim como a inclusdo da leguminosa na dieta dos animais ndo foi
suficiente para reduzir a populacdo de protozoarios (p > 0,05), quando comparados 0s grupos
MSP e CON do experimento CR (Tabela 3.2). Porém a inclusdo de PEG proporcionou um
decréscimo de 47 % na densidade populacional de protozoarios (p < 0,05), quando comparados
0s grupos CON e MP, conforme discutido no tépico Digestibilidade aparente do capitulo

anterior.

Assim como no presente estudo, ndo foi possivel perceber mitigagdo na emissao
de CHs associada a densidade da populacdo de protozoéarios, confirmando as afirmacGes de
Hristov et al. (2013) e Newbold et al. (2015) a respeito da grande variabilidade encontrada nos
resultados de emissdo de CHs4 associados a defaunacdo ou a modificagdo na densidade

populacional de protozoarios.

5.2.3. Hexafluoreto de enxofre — SFe

O consumo apresentado pelos animais nos tratamentos MP e MSP também foi o
esperado de acordo com as exigéncias nutricionais descritas pelo NRC (2007), conforme

relatado no tépico anterior. Ndo houve diferenganos parametros de consumo entre 0s grupos
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que receberam e 0s que ndo receberam PEG, demonstrando através da inativacdo dos taninos
que a quantidade e a qualidade do TC presentes na mucuna ndo foram suficientes para inibir o

consumo da leguminosa.

Em relacdo a emissdo de CH4, 0 teor e a qualidade do TC, que tem maior
propensdo na reducdo do CH4 entérico de forma indireta, através da redugdo no processo
fermentativo das fibras (Goel & Makkar, 2012; Hristov et al., 2013). O TC presente na mucuna
n&o foi suficiente para reduzir a emisséo de CH4, quando comparados os grupos MSP e MP (p
>(0,05). Comparando as emiss@es obtidas pelos métodos da CR e do SFs, a variacdo nos valores
obtidos, que pode ocorrer mesmo dentro dos mesmo método, pode estar relacionada as
diferencas metodoldgicas, conforme relatado por Goel & Makkar (2012) e Hammond et al.
(2016), porem a resposta ao TC como mitigador na emissdo de CH4 em ambas as metodologias

foi semelhante.

Analisando-se os valores obtidos para quantidade total e os teores de AGCC foi
possivel perceber que apenas a presenca de TC na mucuna, na quantidade apresentada, nao foi
suficiente para alterar o perfil de AGCC nem elevar o teor de propionato, conforme discutido
no topico anterior. Essa relacdo se torna mais nitida quando se compara os resultados do
experimento SFs, onde se obteve teores semelhantes de PBI e de propionato entre MP e MSP,
com o experimento CR, que apresentou maiores valores de PBI e propionato, e menores de
relacdo acetato:propionato para os grupos MP e MSP, quando comparados ao CON. Esse fato
vem corroborar com a informagao de que alimentos com melhor composicao nutricional elevam

o teor de propionato no contetdo ruminal (Teixeira, 2001; Lana, 2007; Hirstov et al., 2013).

Em relacdo a densidade populacional de protozoarios ruminais, assim como o
ocorrido no experimento CR, ndo foi possivel perceber acdo inibitéria do TC nos protozoarios,
porém houve atuacdo do PEG em reduzir a densidade populacional de protozoarios (p =
0,0925), conforme discutido no topico anterior e no tépico Digestibilidade aparente do
capitulo anterior. Assim como o ja relatado, ndo houve diferenca na emisséo de CH4 relacionada

com a populacdo de protozoarios ruminais.
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6. CONCLUSAO

A inclusdo do feno da leguminosa mucuna-preta na dieta de ovinos, quando
comparados aos animais que receberam exclusivamente o feno da graminea capim-aruana,
proporcionou melhores parametros fermentativos, observando-se: maior ingestdo de PB e de
PD, maior teor de N-NH3, maior producdo de AGCC e de propionato, e menores relacoes

acetato:propionato, porém nao se observaram diferencas nos parametros de emissao de CHa.

A populacdo de protozoarios ndo foi afetada pelos taninos da mucuna, porém a
inclusdo de PEG reduziu significativamente a quantidade de protozoarios por mL de contetdo
ruminal; entretanto a reducdo observada também nédo produziu efeitos significativos na reducao

dos parametros de emissao de CHa.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados, nos experimentos descritos, e na
literatura citada, ao longo do presente manuscrito € possivel se confirmar o elevado potencial
da mucuna-preta (Stizolobium aterrimum) como opc¢éo de suplemento forrageiro em sistemas
de producdo de ovinos. A mucuna foi capaz de melhorar o processo fermentativo ruminal,
mantendo o pH ruminal proximo da neutralidade, elevando a producéo total de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) e de propionato, melhorando (diminuindo) a relacdo
acetato:propionato, bem como aumentando a ingestdo de proteina bruta e digestivel. Assim a
mucuna surge como potencial suplemento forrageiro proteico candidato a testes de desempenho
animal.

A mucuna apresentou baixos teores de tanino e baixos indices de digestibilidade
dos nutrientes presentes em sua composicdo, bem como elevado teor de fibras em detergente
acido (FDA) quando comparada com o feno de aruana e com os valores encontrados pela
literatura para a prépria mucuna, e, talvez por esses motivos, nao foi capaz de mitigar a emissao
de metano (CHg4) entérico. Apesar disso, mesmo com piores indices de digestibilidade, quando
comparado ao capim-aruana, a mucuna também nédo proporcionou elevacdo na producdo de
CHa. Dessa maneira, avaliagdes com a mucuna em diferentes periodos e formas de corte
possibilitard uma melhor analise a respeito dos teores de taninos e de digestibilidade da referida
leguminosa.

Os taninos da mucuna, na quantidade encontrada no presente estudo, ndo foram
suficientes para reduzir a populacdo de protozoarios ruminais, porém, a utilizacdo do
polietilenoglicol (PEG) como agente aglutinador de taninos promoveu a reducdo da densidade
populacional de protozoarios, provavelmente devido a baixa quantidade de taninos disponiveis
para formacdo de complexos e a elevada capacidade osmatica apresentada pelo PEG. Isso
indica a necessidade de mais estudos utilizando o PEG também associado a baixas quantidades
de tanino, com intuito de averiguar o real efeito da inclusdo de PEG na dieta de ruminantes

sobre a populacédo de protozoarios ruminais.



