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RESUMO

LIMA, P. M. T. Aspectos produtivos e emissdo de metano em ovinos Santa Inés
suplementados com a leguminosa Macrotyloma axillare. 2016. 93 p. Tese (Doutorado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2016.

A utilizacdo de leguminosas na producdo de ruminantes pode propiciar beneficios como a
melhora no desempenho animal; reducdo das emissdes de metano (CH,), principalmente em
razdo da presenca de taninos; e o aumento na disponibilidade de nitrogénio no solo, devido a
fixacdo deste elemento realizada por estas plantas. A macrotiloma (Macrotyloma axillare -
NO 279) é uma leguminosa de clima tropical que se caracteriza por apresentar baixos teores
de taninos, com risco reduzido de causar efeitos antinutricionais, mas que ainda carece de
estudos a respeito de seus efeitos em ruminantes. Objetivando-se determinar os efeitos dos
taninos da macrotiloma sobre a fermentacdo ruminal in vitro e avaliar a digestibilidade
aparente, desempenho produtivo, emissdo de CH,4 fermentacdo ruminal, caracteristicas de
carcaca e perfil de &cidos graxos da carne em ovinos alimentados com esta leguminosa, foram
realizados os estudos aqui descritos. No primeiro estudo, realizou-se um bioensaio in vitro
para se verificar os efeitos dos taninos sobre a fermentacdo ruminal e producao de gases; e um
ensaio in vivo de digestiblidade aparente dos nutrientes, com 12 cordeiras, divididas em 2
tratamentos: dieta exclusiva de feno de graminea tropical (CON); e dieta de feno de graminea
suplementada com feno de macrotiloma (MAC) (graminea:leguminosa, 75:25). In vitro,
verificou-se menor (p < 0,05) producdo total de gases (PTG) e CH, nas amostras incubadas
sem polietilenoglicol (PEG), ou seja, as que estavam sujeitas aos efeitos dos taninos, e no
ensaio in vivo, maior digestibilidade da proteina bruta (PB), maior producdo de nitrogénio
amoniacal (N-NHs) na fermentacdo ruminal e menor contagem de protozoarios ruminais nas
cordeiras MAC (p < 0,05) foram observadas. J& no segundo estudo, foi realizado um ensaio
de desempenho animal de 90 dias, com 14 cordeiros Santa Inés, divididos em 2 tratamentos,
CON e MAC, conforme descrito anteriormente. Neste caso, além do desempenho, também
foram avaliados a emissdo de CH, pela técnica do gés tragador hexafluoreto de enxofre (SFg),
pardmetros de fermentacdo ruminal, caracteristicas de carcaga e perfil de acidos graxos da
carne. N@o se observou efeito da macrotiloma (p > 0,05) sobre o consumo de matéria seca
(CMS), ganho em peso médio didrio (GMD), emissdo de CH,, producéo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), caracteristicas de carcaca e perfil de acidos graxos. Na avaliacdo dos
parametros ruminais, observou-se maior (p < 0,05) concentragdo de N-NHj3 para os animais
MAC; maior (p < 0,05) contagem de protozoarios nos animais CON; e menor abundancia
relativa de metanogénicas nos animais MAC (p < 0,05). Mesmo néo tendo influenciado o
desempenho produtivo e emissdo de CH,4, as menores produgdo de CH, in vitro e contagens
de protozoérios, a maior produgdo de N-NH; e a diminuicdo das metanogénicas denotaram a
macrotiloma potencial como alimento para ruminantes e como alternativa a ser avaliada em
novos estudos relacionados a mitigacdo de CH,4 no sistema de producéo.

Palavras-chave: Acidos graxos. Cordeiros. Efeito estufa. Fermentacdo. Forragens. Gases.
Taninos.






ABSTRACT

LIMA, P. M. T. Productive aspects and methane emission in Santa Inés sheep
supplemented with the legume Macrotyloma axillare 2016. 93 p. Tese (Doutorado) - Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

Using legumes in ruminant production system may provide benefits such as improvement in
animal performance; decrease in methane (CH,4) emissions, mainly due to the presence of
tannins; and increase in nitrogen soil availability, due to the fixation of this element carried
out by these plants. Macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279) is a tropical legume which
is characterized for presenting low concentrations of tannins, providing reduced risks of
antinutritional effects, but still has few studies regarding its effects on ruminants. The studies
described here aimed to determine the effects of macrotiloma tannins on the in vitro ruminal
fermentation, and to evaluate apparent digestibility, productive performance, CH4 emission,
ruminal fermentative parameters, carcass characteristics and fatty acids profile of the meat in
sheep fed this legume. At the first study, an in vitro bioassay was performed to evaluate gas
production and ruminal fermentation, while an in vivo trial was carried out to determine
apparent digestibility of nutrients using 12 ewes, divided into 2 treatments: exclusive tropical
grass hay diet (control - CON); and tropical grass hay diet supplemented with macrotiloma
hay (macrotiloma - MAC) (grass:legume, 75-25). In the in vitro assay, reduced total gases
(TGP) and CH, production were observed in the samples incubated without polyethylene
glycol (PEG), that is, those which were subject to effects of tannins (p < 0.05) and in the
digestibility trial, increased crude protein (CP) digestibility and ruminal ammoniacal nitrogen
(NHs-N), as well as reduced protozoa count were observed for the ewes fed MAC (p < 0.05).
In the second study, a 90 days growth performance assay was performed, with 14 Santa Inés
lambs divided into 2 treatment groups, CON and MAC, as previously described. In addition
to growth performance, CH; emission by using the sulphur hexafluoride (SFg) tracer
technique, ruminal fermentative parameters, carcass characteristics and fatty acids profile of
meat were evaluated. No difference (p > 0.05) was observed between the lambs of the groups
CON and MAC for dry matter intake (DMI), average daily gain (ADG), CH, emission, short
chain fatty acids production, carcass characteristics as well as for fatty acids profile of meat.
Evaluating ruminal fermentative parameters, increased concentration of NH3-N in the rumen
fluid and reduction of both, protozoa count and relative abundance of methanogens were
observed for the animals fed MAC (p < 0.05) when compared to those fed CON. Even though
macrotiloma has not influenced productive performance and CH,; emission, the decrease
observed for in vitro CH,4 production and in vivo protozoa count, as well as the increased
NH;3-N production and the reduction in methanogens have denoted potential to macrotiloma
as a ruminant feed and as an option for being evaluated in further studies regarding CH,4
mitigation in the production system.

Key words: Fatty acids. Fermentation. Forages. Gases. Greenhouse effect. Lambs. Tannins.
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1. INTRODUCAO

O constante aumento da populacdo mundial, sobre a qual se prevé que atinja o patamar
de 9,6 bilhdes de pessoas no ano de 2050, deve trazer consigo maior demanda por alimentos
de origem animal, superando em mais de 70 % a demanda observada no ano de 2010. Tal
cenario constitui-se um desafio sem precedentes para a producao de alimentos e agricultura
mundial, uma vez que a disponibilidade de recursos naturais necessarios para se alcancar o
suprimento desta demanda ndo deve acompanhar este aumento (GERBER et al., 2013;
CERRI et al., 2016).

A pecudria de ruminantes é uma atividade que se destaca na producdo de alimentos,
uma vez que gera produtos de grande valor para 0 consumo humano, como a carne e o leite, a
custa de alimentos fibrosos, de baixo valor nutritivo. No entanto, esta atividade representa
uma questdo de grande importancia em relacdo ao meio ambiente no mundo todo, uma vez
que o0s ruminantes, por meio de seus processos digestivos, produzem importantes quantidades
de metano (CHy,), gés de efeito estufa com potencial de aquecimento global superior ao do gas
carbdnico (CO,), e que ainda representa perda do potencial energético do alimento consumido
por estes animais, podendo limitar a produtividade (MORGAVI et al., 2010; USEPA, 2014).

Na maior parte do Brasil, a producdo de ruminantes baseia-se no uso de pastagens de
gramineas tropicais, as quais podem apresentar oscilacdes ao longo do ano no que diz respeito
a quantidade e qualidade da forragem produzida, especialmente durante as estacGes de seca,
podendo este fator ser considerado um limitante ao desempenho produtivo do rebanho, e que
tambem leva ao aumento das emissdes de CH, em relagdo ao alimento de origem animal
produzido, seja ele carne ou leite (BERTELLI; FRANZOLIN, 2013; DEMARCHI et al.,
2016).

Diante deste quadro, a utilizagdo de leguminosas nos sistemas de produgéo representa
importante alternativa de alimentacdo, uma vez que, de forma geral, estas se caracterizam por
possuirem maiores teores de nutrientes e digestibilidade que as gramineas, 0 que pode trazer
beneficios ao desempenho animal. Somando-se a isto, estas plantas também sdo fixadoras de
nitrogénio, podendo aumentar o aporte deste elemento aos solos, favorecendo a fertilidade dos
mesmos e ocasionando até mesmo o melhor desenvolvimento de outras forrageiras ao redor
(PAULINO et al., 2008; HAMMOND et al., 2011; SCHIPANKSI; DRINKWATER, 2012).

Uma caracteristica das leguminosas que muitas vezes pode ser limitante a sua
utilizacdo na dieta de ruminantes é a presenca de compostos secundarios como 0s taninos, que

podem prejudicar a degradabilidade e a utilizacdo dos nutrientes da dieta. No entanto, sabe-se
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que, desde que presentes em quantidades moderadas na alimentacdo dos animais, e de acordo
com a sua origem, os taninos podem propiciar efeitos positivos, como a redugdo da emissao
de CH,, o auxilio no controle da infeccdo endoparasitaria e até alteracdes benéficas na
qualidade da carne e leite produzidos (VASTA et al., 2009; JAYANEGARA; LEIBER;
KREUZER, 2012; HOSTE et al., 2012).

A Macrotyloma axillare (macrotiloma), espécie de leguminosa de clima tropical,
apresenta baixos teores de taninos na sua composicdo (VALARINI; POSSENTI, 2006;
RUFINO et al., 2006), o que contribui para a ndo ocorréncia de efeitos antinutricionais devido
ao seu consumo, e que, mesmo ja tendo apresentado bom potencial para o uso na alimentacao
de ruminantes (GETACHEW,; SAID; SUNDSTOL, 1994; GERDES et al., 2009), ainda sdo
escassos 0s estudos relatando os efeitos da utilizacdo desta leguminosa sobre parametros de

desempenho e metabolismo destes animais.

1.1. Hipdteses

As seguintes hipoteses serviram de base ao presente estudo:

. A suplementacdo de macrotiloma na dieta de ovinos pode reduzir a producdo de CH4
entérico destes animais devido as suas caracteristicas nutricionais e pela presenca de
taninos.

. A suplementacdo da leguminosa macrotiloma também pode gerar melhor desempenho
produtivo dos animais, reduzindo assim, a quantidade de CH,4 produzido em relagéo ao
produto (carne) gerado.

. Mesmo presentes em baixos teores, os taninos da macrotiloma podem exercer efeitos
sobre 0o metabolismo e desempenho animal, a microbiota ruminal, e caracteristicas da

carcaca e carne produzidas pelos animais.

1.2. Objetivos

O presente estudo foi realizado objetivando-se:
. Determinar os efeitos dos taninos da macrotiloma sobre a producdo de gases e

parametros de fermentac&o ruminal in vitro;
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Avaliar a digestibilidade aparente dos nutrientes da dieta e parametros de fermentacao
ruminal em ovinos alimentados com feno de graminea tropical e suplementados com
feno da leguminosa macrotiloma;

Mensurar a emissdo de CH; in vivo e a0 mesmo tempo avaliar parametros de
desempenho produtivo, fermentacdo ruminal, composicdo da microbiota ruminal,
caracteristicas de carcaca e perfil de acidos graxos da carne de ovinos alimentados

com feno de graminea tropical e suplementados com feno da leguminosa macrotiloma.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pastagens e plantas forrageiras na alimentacéo de ruminantes

Por milhares de anos, &reas de pastagem tém representado um dos principais alicerces
da civilizagdo humana e suas atividades econOmicas, devido a sua importancia para a
producdo de alimentos para consumo humano (leite e carne) por meio da pecuaria. Em paises
em desenvolvimento, que concentram 68 % das areas de pastagem do mundo, esta situacdo é
bastante evidente (BOVAL,; DIXON, 2012).

Em vérios destes paises, as pastagens constituem o principal recurso alimentar para
ruminantes. A disponibilidade e qualidade dos pastos dependem de fatores como o regime de
chuvas, estdgio de maturidade, qualidade nutricional do solo e composicdo boténica das
espécies forrageiras (BEZABIH et al., 2014). Em paises tropicais, como é o caso do Brasil,
observa-se irregular taxa de crescimento das plantas forrageiras ao longo do ano, com
produtividade mais reduzida nos periodos de escassez de chuvas e temperaturas mais amenas
(BERTELLI; FRANZOLIN, 2013).

Gramineas tropicais, forrageiras predominantes em regides de clima tropical,
apresentam elevadas taxas de crescimento durante os periodos de chuva, no entanto, em
periodos de seca, além de se reduzir a taxa de crescimento, reduz-se também a qualidade
nutricional das mesmas, com o aumento do teor de parede celular e diminuicdo dos teores de
proteina bruta (PB) destas plantas. Nestas situacGes, muitas vezes as gramineas podem
apresentar teores de PB inferiores a 7 %, valor considerado como 0 minimo necessario para o
adequado funcionamento da microbiota ruminal, prejudicando, portanto, o desempenho
produtivo dos ruminantes mantidos em sistema de pastejo durante este periodo (SAMPAIO et
al., 2010).

Levando-se em consideracdo a oscilacdo da produtividade frequentemente observada
na criacdo de ruminantes a pasto em regides tropicais, diversas estratégias foram tracadas com
0 intuito de amenizar os efeitos negativos da estacionalidade das pastagens sobre o
desempenho animal, minimizando dessa forma a queda da produgdo de carne ou leite por
estes animais em determinada época do ano. Dentre essas estratégias, pode-se destacar: a
utilizacdo de fertilizantes na pastagem; manejo da duracéo e frequéncia de pastejo; emprego
de coprodutos da agroindustria na alimentacdo dos animais; e utilizacdo de leguminosas na
dieta (BOVAL; DIXON, 2012).



21

Dentre os principais motivos que levam a queda de produtividade das forrageiras, o
nitrogénio se destaca como principal nutriente limitante para o desempenho produtivo destas.
Sendo assim, a suplementacéo deste elemento as pastagens constitui um dos principais meios
de se manter a produtividade do sistema frente a oscilacdo de qualidade das forrageiras
durante o ano (PIRHOFER-WALZL et al., 2012).

2.1.1. Vantagens do uso de leguminosas nos sistemas de pastagens

Em sistemas de produgdo de ruminantes a pasto nos trépicos, muitas vezes a baixa
fertilidade do solo é um entrave para a expressao do potencial de produtividade das pastagens
e por consequéncia, do sistema como um todo. O uso de fertilizantes nitrogenados em
pastagens € uma alternativa que proporciona o aumento da densidade de forragem no pasto e a
disponibilidade de folhas, gerando incremento na producdo de massa seca e possibilitando o
aumento da producgdo animal por area (PARIS et al., 2009).

Segundo Vitor et al. (2009), a maior disponibilidade de nitrogénio no solo causa
aumento nas taxas de atividades enzimaticas e do metabolismo das plantas e também propicia
maior assimilacdo de deste elemento aos esqueletos carbonicos por via do sistema glutamina
sintetase (GS) / glutamato sintase (GOGAT). Tais processos levam a maior disponibilidade de
forragem e aumento no teor de PB da mesma, respectivamente. Testando quatro diferentes
niveis (100 a 700 kg/ha) de adubacdo nitrogenada em area de capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum. cv. Napier), estes autores observaram aumento linear na producdo de
matéria seca (MS) acumulada da pastagem e teor de PB da forragem, chegando a producéo
acumulada de 29000 kg MS/ha e teor de PB de 10,65 % em 14 meses de periodo experimental
no caso da maior dose de adubo nitrogenado testada.

Apesar dos beneficios a produtividade pelo uso de fertilizantes nitrogenados no
sistema, constituem-se fatores limitantes para a utilizacdo destes nas pastagens, o alto custo e
0 potencial em causar poluicdo das dguas por meio da lixiviacdo (BOVAL; DIXON, 2012).
Neste sentido, uma alternativa que se apresenta € a introducéo de leguminosas nos sistemas de
pastagens.

As leguminosas compreendem um grupo de plantas que possuem a capacidade de fixar
0 nitrogénio oriundo da atmosfera, disponibilizando este elemento no solo, aumentando
fertilidade do mesmo. Algumas espécies de leguminosas, como o Calopogonium mucunoides
e a Leucaena leucocephala podem fixar de 90 até 400 kg de nitrogénio por hectare

anualmente. A fixacdo de nitrogénio pelas leguminosas se da por meio de bactérias do género



22

Rhizobium e representa uma fonte mais barata deste elemento quando comparada aos
fertilizantes nitrogenados (CARVALHO, 1985; PAULINO et al., 2008).

Em casos em que ha limitada disponibilidade de nitrogénio no solo, a presenca de
leguminosas pode beneficiar inclusive, o crescimento de outras espécies de plantas, como as
gramineas, transferindo nitrogénio para estas e constituindo assim, um dos principais
beneficios a respeito do uso de pastagens consorciadas (PIRHOFER-WALZL et al., 2012;
SCHIPANKSI; DRINKWATER, 2012).

Longos periodos de seca e baixa fertilidade dos solos sdo fatores frequentemente
observados nos trépicos e sdo entraves para o desenvolvimento das plantas forrageiras nestas
regides. As leguminosas tropicais, adaptadas as condi¢des ambientais destas regides, além de
beneficiarem o sistema por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio, se caracterizam por
apresentarem maiores teores de PB e menores teores de fibra que as gramineas, representando
assim, boa fonte de nutrientes para ruminantes, podendo ser empregadas com sucesso na dieta
destes animais, seja por meio de pastejo ou suplementagdo no cocho (VALARINI;
POSSENTI, 2006; TIEMANN et al., 2009).

Outra caracteristica frequentemente observada nas leguminosas é a presenca de
quantidades significativas de compostos secundarios, como saponinas e taninos, sendo estes
ualtimos, alvos de grande interesse da pesquisa em nutricdo de ruminantes. Estas moléculas séo
apontadas como capazes de influenciar significativamente o metabolismo animal, reduzindo
degradabilidade e palatabilidade dos alimentos, ou podendo até mesmo reduzir producdo de
metano (CH,4) por parte destes animais, dependendo de fatores como caracteristicas
especificas de cada tipo de tanino e também de acordo com o teor destes nas leguminosas e
dietas (FRUTOS et al., 2002; JAYANEGARA,; LEIBER; KREUZER, 2012; MOREIRA et
al., 2013, RODRIGUEZ et al., 2014).

Existem varias espécies de leguminosas cultivadas no Brasil, como as dos géneros
Stylosanthes, Arachis, Calopogonium, Macrotyloma, Centrosema, Neonotonia e Mimosa.
Para o sucesso da adocao do uso de leguminosas em sistemas de pastagens, é necessario estar
atento a suas particularidades no que se refere a exigéncia de nutrientes e caracteristicas
morfo-fisioldgicas. Em linhas gerais, gramineas apresentam vantagem na competicdo por
nutrientes em relacdo as leguminosas, tendendo a dominar os pastos em situacao de consorcio.
Fatores como caracteristicas climaticas da regido a ser trabalhada, a compatibilidade das
espécies a serem plantadas e principalmente a disponibilidade adequada de nutrientes,

constituem-se pontos fundamentais para que se obtenha a persisténcia das leguminosas nas
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pastagens e que os beneficios decorrentes desta pratica possam ser observados (PAULINO et
al., 2008).

2.1.2. Macrotyloma axillare

Espécie de habito de crescimento vollvel e adaptada aos climas tropical e subtropical,
a leguminosa macrotiloma (Macrotyloma axillare) se apresenta como alternativa para uso em
sistemas de producdo de ruminantes. Apresentando bom desenvolvimento em diversos tipos
de solo, esta planta tem boa resisténcia a seca, nao tolera alagamento ou geadas e exige
temperatura ambiente média anual de 18 a 27 °C, sendo recomendado pastejo moderado
durante o periodo de estabelecimento em consorcio (BLUMENTHAL; STAPLES, 1993;
MORRIS, 2008).

Alvo de pesquisas cientificas do Instituto de Zootecnia/APTA/SAA - SP ao longo dos
ultimos 20 anos, esta leguminosa ja apresenta alguns resultados que a colocam dentre as
espécies com potencial para serem trabalhadas pela nutricdo de ruminantes no Brasil
(VEASEY et al., 1999; VALARINI; POSSENTI, 2006; GERDES et al., 2009).

No final da década de 90, Veasey et al. (1999) realizaram estudo em que foram
avaliados 96 acessos de diferentes géneros de leguminosas forrageiras tropicais quanto a
caracteristicas como florescimento precoce, producdo de sementes, producdo de biomassa e
tolerancia a pragas. Neste estudo, 0 acesso NO 279 da leguminosa macrotiloma, do banco
ativo de germoplasma do Instituto de Zootecnia, Nova Odessa - SP, apresentou resultados de
destaque e continuou ent&o a ser trabalhado em novas pesquisas.

Valarini e Possenti (2006) verificaram degradabilidade in situ de 64 % da MS desta
leguminosa, e posteriormente, trabalhando com o acesso NO 279, Gerdes et al. (2009)
observaram que esta leguminosa foi capaz de proporcionar maior aumento do teor de PB ao
capim-aruana (Panicum maximum Jaqc. cv. Aruana) quando comparada a outras leguminosas
em consorcio sob pastejo de ovinos.

Testando os efeitos da suplementacdo de leguminosas em dietas de ovinos machos
castrados, Getachew, Said e Sundstol (1994) observaram maior ganho em peso para 0S
animais que receberam dieta base de palha de milho suplementada com macrotiloma quando
comparados a animais que receberam esta mesma dieta base, porém com suplementacéo das
leguminosas Stylosanthes guianensis e Desmodium intortum.

No que diz respeito a qualidade nutricional, Valarini e Possenti (2006) observaram
teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e PB de 463,
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356 e 167 g/kg respectivamente para esta leguminosa, e somando-se a isso, estes autores
verificaram também teores de taninos totais de 19 g/kg e taninos condensados de 0,5 g/kg.
Rufino et al. (2006) consideraram os teores de taninos desta planta como baixos, o que pode
contribuir para que ndo sejam observados efeitos antinutricionais causados por estas
moléculas frente ao consumo desta planta.

A literatura cientifica ainda carece de estudos de maior robustez a respeito do uso
dessa leguminosa na alimentacdo de ruminantes, no entanto, considerando 0s
resultados obtidos até entdo e o cenario da producdo de ruminantes no Brasil, é possivel se
inferir que a leguminosa macrotiloma é uma espécie que deva ser alvo de novos estudos,
com a possibilidade de se alcancar a consolidacdo de uma nova alternativa de forrageira

leguminosa.

2.2.  Taninos na nutrigdo de ruminantes

Compostos polifendlicos com variaveis estruturas e pesos moleculares, 0s taninos
fazem parte do metabolismo secundério das plantas, estando amplamente distribuidos na
natureza e podem afetar de diversas maneiras o metabolismo animal. Frequentemente
encontrados em leguminosas, a funcdo dos taninos no metabolismo das plantas esta
relacionada a protecdo contra prejuizos causados por bactérias, virus, fungos, nematoides e
pelo consumo por parte dos herbivoros (LOUVANDINI et al., 2011).

De acordo com sua estrutura quimica, os taninos sao classificados em dois grupos,
hidrolisdveis e condensados. Estruturalmente, taninos hidrolisaveis sdo formados por um
grupo de agucar central, esterificado a varios grupos de acido galico ou elagico, engquanto
taninos condensados s&o polimeros de flavonoides, formados por ligagfes entre moléculas de
carbono (MUETZEL; BECKER, 2006).

Taninos hidrolisaveis podem ser toxicos para ruminantes, principalmente em situacées
em que grandes quantidades sdo ingeridas sem prévia adaptacdo da microbiota ao consumo
destes. No entanto, os animais podem se adaptar a ingestdo destas substancias, degradando-as
sem que estas prejudiquem o desempenho produtivo (WAGHORN, 2008).

Por outro lado, os taninos condensados apresentam afinidade por componentes da
dieta como a proteina e a fibra, formando complexos com estes e limitando dessa forma, a
degradabilidade destes nutrientes, podendo trazer prejuizos ao desempenho animal.

Os efeitos dos taninos sobre o metabolismo dos ruminantes ndo variam somente de acordo
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com a concentracdo destes na dieta, mas também de acordo com sua reatividade, que esta
associada a sua natureza quimica e origem (RODRIGUEZ et al., 2014).

Apesar do fato mencionado anteriormente, assume-se de modo geral, que os efeitos
antinutricionais dos taninos no metabolismo de ruminantes sdo observados em situacdes em
que estes estdo presentes em altas concentracdes na dieta dos animais (60 a 120 g/kg da MS).
Além de reduzirem a degradabilidade da proteina e fibra, os taninos também podem diminuir
a aceitabilidade e nivel de consumo da dieta, e podem interagir com enzimas do trato
gastrintestinal,  prejudicando o  funcionamento das mesmas (SILANIKOVE;
PEREVOLOTSKY; PROVENZA, 2001; FRUTOS et al., 2002; LOUVANDINI et al., 2011).

A presenca dos taninos nas leguminosas, em decorréncia de seus efeitos
antinutricionais, por muitas vezes foi considerado um fator limitante do uso destas plantas na
dieta de ruminantes (BOVAL; DIXON, 2012). No entanto, sabe-se que a presenca moderada
de taninos na dieta, variando na faixa de 20 a 40 g/kg da MS, pode proporcionar efeitos
benéficos ao metabolismo animal (FRUTOS et al., 2002; LOUVANDINI et al., 2011). Dentre
0s principais efeitos positivos observados, destacam-se a reducdo da producdo de CHy,
aumento da absorcdo intestinal de aminoacidos da dieta e a diminuicéo da infeccdo helmintica
(CENCl et al., 2007; WAGHORN, 2008; JAYANEGARA; LEIBER; KREUZER, 2012).

Uma vez que a ac¢do dos taninos sobre o metabolismo de ruminantes tambeém esta
relacionada a sua natureza quimica e origem, o estudo dos efeitos dos mesmos sobre 0s
parametros de fermentacdo ruminal é de suma importancia para o sucesso do emprego destes
na nutricdo de ruminantes. A fim de se observar de maneira mais precisa os efeitos dos
taninos, uma alternativa préatica é a utilizacdo do polietilenoglicol (PEG), composto que se
liga a estas moléculas, funcionando como um agente neutralizador dos seus efeitos, podendo
ser utilizado tanto em ensaios in vitro, incluidos nos substratos incubados, como in vivo,
sendo fornecidos aos animais a serem avaliados (WAGHORN, 2008; SOLTAN et al., 2013;
RODRIGUEZ et al., 2014).

Neste sentido, o0 PEG também tem sido recomendado para o uso em propriedades
rurais, como uma medida para corrigir os altos teores de taninos das pastagens, podendo ser
fornecido aos animais por diluicdo na agua, misturado em pequenas quantidades no
concentrado, borrifado nos alimentos ou até por meio de blocos para serem lambidos pelos
animais (MAKKAR, 2003; KAWAS; ANDRADE-MONTEMAYOR; LU, 2010).
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2.2.1. Taninos e o0 metabolismo de ruminantes

Uma vez consumido pelos ruminantes, ainda durante o processo de mastigacdo, 0s
taninos formam complexos com as proteinas da saliva, que se mantém estaveis em pH
variando entre 3,5 e 7,0, faixa de valores na qual se encontra o pH ruminal. Visto que este
complexo permanece estdvel no ambiente ruminal, 0 mesmo se mantém protegido da
desaminacdo e hidrolise microbiana, favorecendo o fluxo de proteinas e aminoacidos
provenientes da dieta para abomaso e intestino de delgado (WAGHORN, 2008;
LOUVANDINI et al., 2011).

A esta capacidade que os taninos possuem de se ligarem as proteinas da dieta, atribui-
se ainda outros beneficios, como a prevencédo de timpanismo espumoso, uma vez que estes se
ligam as proteinas soltveis dos alimentos, as quais uma vez no rimen podem Ser responsaveis
pela formacdo de espuma. Os taninos também sdo capazes de aumentar o fluxo de saliva, que
auxilia no tamponamento do rdmen e estimula a reciclagem de nitrogénio via ureia salivar
(LOUVANDINI et al., 2011; JAYANEGARA; LEIBER; KREUZER, 2012).

Outro beneficio que se atribui a presenca de taninos nos alimentos é o aumento da
producdo de & Wang et al. (1994) observaram que o fornecimento da leguminosa taninifera
Lotus corniculatus aumentou a conversdao de metionina em cistina, aminoéacido essencial
utilizado na sintese da fibra de 1&. Min et al. (2003) relataram que a presenca na taninos
condensados de L. corniculatus na faixa de concentracdo de 22 a 38 g/kg MS é responsavel
por gerar efeitos positivos a producdo de 1a e a inclusdo superior a 50 g/kg MS ja pode gerar
efeitos negativos.

Apesar dos taninos aumentarem o fluxo de proteinas e aminoacidos da dieta para o
intestino delgado, isso ndo significa necessariamente que a absorcao destes estard aumentada.
Os complexos formados entre proteinas e taninos, apesar de se desfazerem no baixo pH do
abomaso, podem se formar novamente no intestino delgado, e somando-se a isso, 0s taninos
podem também se complexar as enzimas digestivas, fatores que prejudicam a digestdo das
proteinas e a absor¢do de aminoacidos (WAGHORN, 2008).

Corroborando essa linha de raciocinio, Robins e Brooker (2005) alimentaram ovelhas
com dieta exclusiva de Acacia aneura, e observaram que 0s taninos condensados desta planta,
presentes em concentracao de 7,5 % da MS, foram capazes de reduzir em até 70% a atividade
enzimética no trato gastrintestinal dos animais. Neste experimento ainda, 0s autores

observaram outros efeitos dos taninos que foram prejudiciais aos animais, tais como danos



27

aos tecidos abomasal e intestinal, caracterizando um caso tipico de efeito antinutricional dos
taninos.

Por outro lado, Ramirez-Restrepo et al. (2005), trabalhando com ovelhas da raca
Romney, avaliaram os efeitos do pastejo sobre a leguminosa taninifera L. corniculatus, antes
e durante a estagdo de monta, sobre pardmetros de desempenho animal e eficiéncia
reprodutiva. Estes autores observaram que ao longo dos nove meses de experimento, oS
animais que se alimentaram na pastagem desta leguminosa obtiveram ganho em peso diario,
escore corporal, producdo de 1d e desempenho reprodutivo superiores aos de animais do grupo
controle, que se alimentaram de pastagem de azevém e trevo branco (Lolium perene e
Trifolium repens).

Os autores do trabalho acima ressaltaram que o superior ganho em peso dos animais
em pastagem exclusiva de L. corniculatus deveu-se principalmente a melhor qualidade
nutricional da dieta, entretanto, os melhores resultados obtidos em relacdo ao desempenho
reprodutivo e também na producéo de 1a, sdo relacionados a presenca de taninos condensados
na dieta e a maior absorcdo de aminoacidos essenciais no intestino.

De modo semelhante, Woodward, Waghorn e Laboyrie (2004), trabalhando com vacas
holandesas, verificaram aumento na producdo de leite de vacas alimentadas com L.
corniculatus em relacdo a animais alimentados em pastagem de azevém. Destaca-se neste
trabalho, o fato de que os autores utilizaram o PEG em metade dos animais de ambos os
tratamentos, como uma maneira de evidenciar os efeitos dos taninos condensados presentes na
forragem. Observou-se superior producdo de leite nas vacas consumindo L. corniculatus nao
apenas em relacdo as vacas consumindo azevém, mas também em relacdo as vacas
consumindo L. corniculatus com PEG, evidenciando assim os efeitos dos taninos
condensados. Neste Ultimo caso, a maior produgdo de leite dos animais alimentados com L.
corniculatus em relagdo aos animais alimentados com L. corniculatus e PEG foi devido,
provavelmente, a maior absor¢éo intestinal de proteinas.

Outro aspecto que tem sido recente alvo de estudos s@o os efeitos dos taninos na dieta
de ruminantes sobre o perfil de &cidos graxos dos produtos originados por estes animais.
Vasta et al. (2009) observaram os efeitos dos taninos de quebracho (Schinopsis lorentzii)
sobre a carne de cordeiros da raca Comisana, alimentados tanto com dieta a base de volumoso
como em dieta a base de concentrado. Estes autores observaram que a carne dos cordeiros
suplementados apresentaram maiores teores de acidos graxos poli-insturados e menores teores

de &cidos graxos saturados, o que € desejavel para o consumo humano. Estes autores
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atribuiram estes efeitos a capacidade dos taninos de afetarem diretamente 0s micro-
organismos ruminais, diminuindo a bio-hidrogenacédo dos acidos graxos na dieta.

Por outro lado, Benchaar e Chouinard (2009) também usaram a suplementacdo de
taninos de quebracho, neste caso para vacas Holandesas, e ndo observaram efeitos destes
taninos sobre o perfil de &cidos graxos do leite destes animais. De acordo com Morales e
Ungerfeld (2015), estudos considerando os efeitos dos taninos sobre o perfil de &cidos graxos
de produtos de origem animal ainda apresentam resultados bastante varidveis e imprevisiveis,
permanecendo esta uma area a ser mais trabalhada para melhor elucidacdo dos efeitos destas
moléculas sobre os micro-organismos ruminais envolvidos no processo de biohidrogenacéo e
as consequéncias sobre o leite e a carne, uma vez que o tema é de grande importancia para a

salide humana.

2.2.2. Taninos e o controle de verminoses

Os nematddeos do trato grastrintestinais sdo apontados como um dos principais
problemas sanitarios para a criacdo de ruminantes a pasto em todo o mundo. O uso de anti-
helminticos comerciais tradicionais foi, por muito tempo, a principal ferramenta encontrada
para viabilizar a pecuéria a pasto frente aos problemas causados por estes parasitas
(MANOLARAKIS et al., 2010).

Entretanto, o uso de drogas anti-helminticas tem esbarrado em alguns entraves como,
principalmente, o surgimento de vermes resistentes a estes medicamentos, além de outros
fatores como a crescente preocupacdo do mercado consumidor em relacdo a presenga de
residuos quimicos em produtos de origem animal, e muitas vezes, a restricdo financeira
enfrentada por muitos produtores para terem acesso estes medicamentos. Diante deste quadro,
0 uso de plantas com metabdlitos secundarios, como os taninos condensados, surge como uma
alternativa promissora para o controle de verminoses em ruminantes (HOSTE et al., 2012).

Avaliacdo em ensaios in vitro é a primeira linha de acdo na busca por plantas com
potencial anti-helmintico. Katiki et al. (2013) testaram extratos de diferentes plantas
taniniferas da regido dos Apalaches, na América do Norte, apresentando diferentes teores de
taninos condensados, e observaram em ensaio in vitro, pronunciado efeito anti-helmintico
destes extratos sobre vermes adultos da espécie Caenorhabditis elegans, espécie de
nematddeo de vida livre adotada como modelo para este tipo de ensaio.

Em trabalho com ovinos Santa Inés a pasto, apresentando infeccdo endoparasitaria

natural por varias espécies de helmintos, Cenci et al. (2007) observaram reducdo na
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contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e na contagem de vermes adultos de
Trichostrongylus columbriformis e Cooperia sp. no conteudo visceral dos animais que
recebiam 18 g semanais de casca de Acéacia negra (Acacia mearnsii) em po, material contendo
18 % de taninos condensados.

Buscando explicar os efeitos dos taninos sobre os parasitas gastrintestinais, s&o
propostas duas hipdteses, um mecanismo de acdo direto, e outro indireto. O mecanismo direto
se refere ao efeito que os taninos causam sobre o ciclo bioldgico dos parasitas, amenizando
assim as infeccBes. Tal mecanismo é respaldado principalmente pelos experimentos in vitro,
nos quais se observam efeitos diretos destas substancias sobre 0s helmintos. J4 0 mecanismo
indireto, se refere a capacidade dos taninos de se complexarem a proteinas da dieta, reduzindo
a degradabilidade das mesmas no rumen e permitindo que elas cheguem ao abomaso e
posteriormente ao intestino delgado, aumentando assim o aporte de aminoacidos e peptideos
ao organismo do animal, e por consequéncia, melhorando a resposta imune do mesmo
(HOSTE et al., 2012).

2.3.  Producgéo de metano em ruminantes

Durante a fermentacdo entérica, principal processo digestivo dos ruminantes, além de
serem gerados os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), mais importantes fontes de energia
para o funcionamento do organismo destes animais, também séo gerados outros produtos, tais
como dioxido de carbono (CO;) e o ions de hidrogénio (H,), que por intermédio dos micro-
organismos metanogénicos, irdo formar o CH,, gas que representa perda de 5 a 10 % do
potencial energético dos alimentos consumidos (MADSEN et al., 2010).

A maior parte da metanogénese se da no rumen, cadmara fermentativa anaerdébia que
compde o trato gastrintestinal dos ruminantes. Produzido por um grupo de micro-organismos
denominados Archaea metanogénicas, este gas nao é utilizado em nenhuma etapa do
metabolismo dos animais, sendo entdo eliminado para 0 ambiente, sobretudo, pelo processo
de eructacdo (MURRAY; BRYANT; LENG, 1976; MORGAVI et al., 2010; HAMMOND et
al., 2016). A producdo de CH, faz parte do metabolismo normal dos ruminantes, uma vez que
esta ocorre para evitar o acimulo de H; no ramen, o qual poderia levar a inibicdo de
processos como a degradacdo de forragens, crescimento microbiano e produgdo de AGCC
(ECKARD; GRAINGER, De KLEIN, 2010).
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Somando-se a perda de parte da energia da dieta, a producdo de CH,4 pelos ruminantes
esta associada ao impacto da pecudria sobre o meio ambiente, uma vez que este € um
componente do grupo denominado gases de efeito estufa (GEE). Os GEE sdo capazes de reter
calor na atmosfera, aumentando assim a temperatura média do planeta. O CH, apresenta
potencial de aquecimento global, métrica adotada pelo protocolo de Kyoto para se qualificar
0s gases emitidos, 21 vezes mais forte que o0 CO, (ECKARD; GRAINGER, De KLEIN, 2010;
USEPA, 2014).

A pecuaria contribui com até 18% das emissdes antropogénicas de GEE no mundo,
quando consideradas além das emissdes diretas, aquelas oriundas da producdo de racdes, uso
de combustiveis, transporte de produtos, dentre outros. Estima-se que a que o CH,4 contribua
com cerca de 30% das emissbes da pecudria, com a fermentacdo entérica sendo responsavel
por aproximadamente 80% das emissdes de CH, deste setor (GILL; SMITH; WILKINSON,
2010; MORGAVI et al., 2010).

A tendéncia dos numeros apresentados € aumentar, uma vez que € estimado
crescimento da populacdo mundial do patamar atual de 7,2 bilhdes para 9,6 bilhGes de pessoas
até o ano de 2050, podendo ocorrer aumento de até 70 % na demanda por produtos de origem
animal (CERRI et al.,, 2016). Diante deste quadro, torna-se necessario aumentar a
produtividade da pecuaria, sendo este aumento, no entanto, associado ao menor impacto
ambiental possivel. A reducdo da producdo de CH, por ruminantes esta relacionada a maior
eficiéncia de uso da energia dos alimentos por parte dos animais. Dessa forma, estratégias de
mitigacdo da emissdo de CH,, muitas vezes, além de diminuir a producdo deste gas, devem

estar associadas ao melhor desempenho produtivo dos animais (SHIBATA; TERADA, 2010).

2.3.1. Estratégias de mitigacao

Muitas estratégias tém sido desenvolvidas com o objetivo de se mitigar a producéo de
CH, nos sistemas de producdo pecuéria. Grande parte delas esta relacionada ao manejo
alimentar dos ruminantes, uma vez que a composic¢édo, qualidade e quantidade da dieta sdo
fatores que afetam de maneira significativa a metanogénse. No entanto, fatores relacionados
ao manejo no sistema e a microbiologia ruminal também podem afetar a producdo de CH,4
(ECKARD; GRAINGER, De KLEIN, 2010; SHIBATA; TERADA, 2010).

As estratégias de mitigacdo geralmente se baseiam em um ou mais dos pontos a
seguir: reducdo da producdo de H, sem prejudicar a degradabilidade dos alimentos; o estimulo

da utilizacdo do H, em vias metabolicas alternativas, o desviando da formacdo de CHy; e a
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inibicdo direta dos micro-organismos metanogénicos, que deve ser acompanhada da geragéo
de uma via alternativa de consumo do Hj, evitando o acumulo desta molécula e seus
consequentes efeitos negativos ao organismo (MARTIN; MORGAVI; DOREAU, 2010).
Aspecto importante a ser considerado é o custo beneficio das estratégias. Estas devem
levar em conta as caracteristicas inerentes aos diferentes sistemas de produgdo, permitindo
assim o aproveitamento maximo dos recursos disponiveis em cada regido, sem gerar aumento
significativo de gastos (COTTLE; NOLAN; WIEDEMANN, 2011). Além do uso de
forragens com caracteristicas diferenciadas, caso das que contém metabdlitos secundarios
como os taninos, a suplementacdo com lipidios, fornecimento de concentrado, e até o uso de
vacinas sdo estratégias de mitigacao ja trabalhadas na literatura (BEAUCHEMIN et al.; 2009;
MARTIN; MORGAVI; DOREAU, 2010; EMBRAPA, 2011; WEDLOCK et al., 2013).

2.3.2. Taninos e a emissao de metano

Devido a seus efeitos sobre a produtividade animal e seus impactos ao meio ambiente,
a producdo de CHj, e alternativas de mitigacdo deste processo tém sido importantes objetos de
estudos nos ultimos anos. Os taninos, muitas vezes tidos como agentes causadores de efeitos
antinutricionais, sdo considerados um dos principais grupos de compostos capazes de reduzir a
producéo de CH4 nos ruminantes (JAYANEGARA,; LEIBER; KREUZER, 2012).

Os efeitos dos taninos sobre a producdo de CH4 podem ocorrer de maneira direta, por
meio de efeito toxico direto sobre os micro-organismos metanogénicos, ou indiretamente,
tanto por reduzir a degradabilidade de nutrientes dos alimentos, como também por afetar a
populacdo de protozoarios ruminais, 0S quais vivem em associagdo com algumas
metanogénicas, além destes serem também importantes produtores de hidrogénio no rimen
(BHATTA et al., 2009; JAYANEGARA; LEIBER; KREUZER, 2012).

Em trabalho utilizando sistema semi-automatico para determinacdo de producdo de
gases in vitro, Gemeda e Hassen (2015) avaliaram 19 diferentes plantas tropicais coletadas na
Africa do Sul, todas apresentando diferentes teores de taninos condensados e verificaram que
na presenca de PEG, a producdo de CH, foi maior para todas as plantas, durante todo o
periodo de incubagdo, indicando claramente o efeito dos taninos sobre a producéo deste gés.
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Bhatta et al. (2013) avaliaram a producdo de CH4 em caprinos que receberam na dieta,
dois niveis diferentes de um composto comercial contendo taninos de Mimosa spp. Estes
autores observaram que 0s animais tratados com ambos o0s niveis de taninos apresentaram
reducdo na producdo de CH; em 9 e 11 % para o nivel mais baixo e mais alto de incluséo
respectivamente, quando comparados ao grupo controle, sem taninos. Salientou-se neste
trabalho que o nivel mais alto de taninos, além de reduzir a metanogénese, também reduziu a
degradabilidade de varios constituintes da dieta em relacdo ao grupo controle, enquanto o

mesmo nao foi observado no caso do nivel mais baixo de inclusao.

2.3.3. Técnicas de mensuracao de CH,

Uma vez que a pecudria € um dos setores que mais contribui com as emissdes
antropogénicas de CH,4 no planeta, e a busca por conhecimento a respeito de fatores que
influenciam a emissdo deste gas por ruminantes e possiveis estratégias de manejo buscando a
mitigacdo deste processo tém sido destacados focos de atencdo da comunidade cientifica,
existe a necessidade de se trabalhar com técnicas de mensuragdo que se adequem a realidade
de cada sistema, mantendo sempre o maximo de acuracia nas medicfes das emissdes
(MORGAVI et al., 2010; HAMMOND et al., 2016).

Dentre técnicas de mensuracdo da emissdo individual dos animais, como o uso de
detectores de CH, a laser ou sistemas de mensuracdo individual automatica, como o
GreenFeed (C-Lock Inc., Rapid City, Dakota do Sul, EUA), destacam-se como mais
utilizadas, as camaras respirométricas e a técnica do gas tracador hexafluoreto de enxofre
(SFs) (NEW ZEALAND, 2014a; RICCl et al., 2014; HAMMOND et al., 2015).

A mais popular dentre as técnicas utilizadas para medi¢do de CH,4 por ruminantes, as
camaras respirométricas tém o seu uso ja descrito ha mais de 100 anos, (ARMSBY, 1903;
HAMMOND et al., 2016). Diversos modelos de camaras sdo utilizados, apresentando
diversos graus de complexidade, que vao desde gaiolas metabdlicas cobertas com cortinas de
polietileno até modernos sistemas de calorimetria, de custos mais elevados (ABDALLA et al.,
2008; NEW ZEALAND, 2014b).

As camaras respirométricas para quantificacdo de CH,4 funcionam como um circuito
aberto, no qual ar externo é ventilado para o interior da cdmara, circulando por seu interior e
se misturando aos gases emitidos pelo animal. Para as analises, sdo comparados 0s teores de

CH, nos gases no ponto de entrada de ar das camaras e no ponto de saida, e, a diferenca entre
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estes corresponde ao CHy produzido. E levada em consideracio também a velocidade do
fluxo de ar na camara, a humidade do ambiente. Por fim, os dados coletados sdo corrigidos
para condi¢des normais de temperatura e pressdo (CNTP) (HAMMOND et al., 2016).

Inicialmente descrita na literatura cientifica por Johnson et al. (1994) e adaptada as
condicBes brasileiras por Embrapa (2004), a técnica do gas tracador SFg pode ser utilizada
tanto em animais confinados como em animais a pasto, 0 ambiente natural destes. A técnica
se baseia na colocacdo de uma cépsula de permeacdo de SFg previamente calibrada no interior
do rumen dos animais a serem avaliados. O SFg funciona como um tracador da emissdo de
CHy, e uma vez que se tem conhecimento a respeito da taxa de emissdo de SFg da capsula de
permeacéo colocada em cada animal, pode estimar-se a taxa de emissao de CHg.

Amostras do ar exalado pelos animais sdo coletadas em uma cdmara coletora, a qual se
denomina canga, previamente pressurizada com pressdo negativa. Esta canga pode ser
confeccionada com ago inoxidavel ou plastico PVC e pode tanto ser carregada pelos animais
em torno do pescocgo destes ou no dorso, meio da utilizacdo de arreios. A coleta das amostras
se da por meio de um tubo linear com reguladores de fluxo, que é conectado a canga e ao
cabresto utilizado pelos animais em experimento. Uma vez que a canga esta carregada com
pressao negativa, a amostra do ar exalado pelos animais é coletada para o seu interior e
terminado o periodo de coleta, normalmente de 24 horas, as amostras sdo diluidas com
nitrogénio e analisadas em sistema de cromatografia gasosa para se determinar as
concentracdes de SF¢ e CH, em seu interior. E necessario utilizar uma canga para se coletar e
analisar amostras do ar ambiente (EMBRAPA, 2004; NEW ZEALAND, 2014a; HAMMOND
et al., 2016).

Ensaios em camaras respirométricas geralmente sdo conduzidos por periodos de 24
horas, que variam de 1 a 7 dias consecutivos (Van ZIJDERVELD et al., 2010; EI-ZAIAT et
al., 2014; SCHWARM et al., 2015), enquanto para a técnica do gas tracador SFs, 0 padrdo
adotado sdo 5 dias consecutivos, podendo este variar para periodos maiores ou menores, de
acordo com particularidades e necessidades de cada experimento (MARTIN et al., 2012;
NEW ZEALAND, 2014a).

Quando comparada as camaras respirométricas, a técnica do SF¢ apresentou resultados
que variaram em torno de 5 a 10 % para valores de emissao maiores ou menores em testes
realizados com 0s mesmos animais em ambas as técnicas. No entanto, apesar de muitas vezes
a emissdo média ndo diferir entre as técnicas, a variagdo dos resultados para cada animal e
entre animais é maior para a técnica do SFg, fato que deve ser levado em conta no momento
de se planejar experimentos (GRAINGER et al., 2007; HAMMOND et al., 2016).
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Tanto o uso de camaras, quanto a técnica do gas tracador SFg apresentam a
necessidade de se treinar 0s animais para o seu uso. Testes de calibracdo, e monitoramento da
presenca de gases no ambiente se fazem importantes em ambos os casos, a fim de que os
dados coletados reflitam a real emissdo dos animais, garantindo a acuracia dos sistemas.
Sendo assim, 0s objetivos propostos em cada experimento, assim como as condic¢des de
trabalho em cada situagéo, constituem-se 0s pontos mais importantes no momento da escolha
da técnica a ser utilizada. Ambas as abordagens ja se mostraram eficientes na mensuracgéo da
emissdo e na utilizacdo para avaliacBes de estratégias de mitigacdo (PINARES-PATINO et
al., 2008; GRAINGER et al., 2010; MOREIRA et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

2.4. Parametros fermentativos e microbiota ruminal

O rUmen consiste em um ecossistema anaerébico de pronunciada complexidade e
abriga uma comunidade microbiana bastante diversa. Apesar da grande maioria destes micro-
organismos ainda ndo ter sido cultivada, com o advento de técnicas de biologia molecular,
estima-se que somente de bactérias, existam entre 300 a 400 filotipos diferentes no ambiente
ruminal. Somando-se a estas bactérias, fungos, protozoéarios, Archaea metanogénicas e até
virus bacteriofagos, por milhdes de anos, evoluiram com seus hospedeiros e desenvolveram
simbiose que é essencial para a salde, crescimento e nutricdo dos ruminantes (MORGAVI et
al., 2010).

Uma vez que o rumen pode ser descrito como uma camara fermentativa onde é
degradada a maior parte dos nutrientes da dieta consumida pelos animais, é possivel concluir
que o estudo de parametros fermentativos, assim como o estudo da composi¢cdo da microbiota
ruminal, podem dar informagGes valiosas a respeito do efeito de diferentes tipos de dietas

sobre 0 metabolismo dos ruminantes.

2.4.1. Mensuragdo do pH ruminal

Em situagcdes normais, o pH ruminal encontra-se na faixa de 5,5 a 7, variando de
acordo com o tipo de dieta fornecida aos animais (FEITOSA, 2008). Em sistemas de criacdo
com elevados indices de produtividade, a fim de que se supram as exigéncias em energia do
rebanho, grandes quantidades de concentrados com altos teores de carboidratos sollveis s&o

fornecidas na dieta, fazendo com que os cuidados com o pH do rimen sejam de extrema
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importancia, uma vez que casos de acidose ruminal (pH abaixo do fisioldgico) podem ser
verificados frequentemente (MORGANTE et al., 2007).

Nos casos como o descrito acima, altos teores de concentrado sem prévia adaptacédo
dos animais e quantidades insuficientes de fibras longas na dieta levam a maior producéo de
AGCC curta no rimen, que somada a elevada concentracao de &cido latico, provocam a queda
do pH. Uma vez o pH abaixo de 5,5 (5,6 e 5,7 j& sdo considerados valores criticos), tem-se
um quadro de acidose subclinica. Tal quadro afeta fisiologia normal do animal e pode trazer
consequéncias como perda de condi¢do corporal, diminuicdo do consumo de matéria seca,
queda na produtividade e até mesmo problemas de casco (KLEEN et al., 2009).

Por outro lado, em sistemas de producdo exclusiva a pasto, como é frequente no
Brasil, o pH ruminal ndo representa questdo de grande preocupacdo clinica. No entanto, o pH
estd associado também a outros fatores, como a producdo de AGCC no rumen, podendo ser
usado, portanto, como uma forma de se obter informacgdes a respeito da degradabilidade da
dieta (MORGANTE et al., 2007).

Em ensaio in vitro, Bhatta et al. (2009) observaram que a presenca de taninos nos
substratos incubados levou a aumento de pH e queda na producdo de AGCC, caracterizando
um potencial efeito anti-nutricional destas moléculas e evidenciando importancia da avaliacdo
de pH mesmo em situacdo onde ndo ha presenca de concentrados na dieta. Ao baixo pH
ruminal também estdo associadas alteracGes fisioldégicas como a reducdo na degradabilidade
da celulose, diminuicdo na contagem de protozoarios ruminais e reducdo na producdo de CH,
(FRANZOLIN; DEHORITY, 2010; SEJIAN et al., 2011; GUO et al., 2013). No entanto, no
que diz respeito a metanogénese, Hiinerberg et al. (2015) observaram em experimento in vivo

que o pH reduzido, por si s0, ndo foi capaz de reduzir a emissao de CH, em novilhas.

2.4.2. Concentracdo de nitrogénio amoniacal no rimen

A produgdo e a mensuragdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3) ruminal sdo bons
indicadores da degradabilidade ruminal da proteina dietética (WANG et al., 2006;
PIMENTEL et al., 2012; BHATTA et al., 2013). Uma vez no rimen, as proteinas da dieta sdo
hidrolisadas a peptideos e aminoacidos pela microbiota ruminal, podendo estes Gltimos ser
incorporados pela microbiota para sintese de proteina microbiana, ou entdo desaminados,
dando origem a aménia (McDONALD et al., 2011).
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A amonia oriunda da hidrélise de proteinas podera ser entdo, utilizada pelos micro-
organismos ruminais para sintese de proteina microbiana, ou entdo ser absorvida na corrente
sanguinea e transformada em ureia no figado, sendo esta ureia excretada em maior parte na
urina, ou entdo pode retornar ao ramen pela reciclagem na saliva ou até mesmo pela corrente
sanguinea (McDONALD et al., 2011). A presenca de ambnia no rimen é importante para o
adequado funcionamento deste ecossistema, verificando-se na literatura, a concentracédo
minima ideal variando de 5 a 20 mg/dL (LENG, 1990; PIMENTEL et al., 2012).

Devido a presenca de taninos na composicdo de varias leguminosas, em estudos em
que se utilizam estas plantas, a avaliagdo da producdo de N-NH; se faz de suma importancia.
Os taninos, bastante conhecidos pela capacidade de se ligarem as proteinas da dieta, formando
complexos que resistem a hidrolise microbiana ruminal, podem ser responsaveis por
ocasionarem reduzida concentracdo de N-NHz; no rdmen (GOEL; MAKKAR, 2012;
AUFRERE et al., 2013).

2.4.3. Producdo de acidos graxos de cadeia curta

A degradacéo dos carboidratos no rimen pode ser divida em duas fases, uma primeira,
na qual moléculas de maior complexidade como celulose, hemicelulose e amido séo
metabolizadas a acUcares mais simples por meio de digestdo microbiana enzimaética
extracelular e, na segunda fase, que se da intracelularmente, ha a sintese dos AGCC,
principais fontes de energia no metabolismo dos ruminantes, que sdo constituidos
principalmente por: acetato, propionato e butirato (produzidos em maiores proporgdes); e o
isobutirato, valerato e isovalerato, produzidos em menores quantidades (McDONALD et al.,
2011).

A quantidade e a proporc¢do dos AGCC presentes no rimen sao fatores dependentes da
dieta consumida pelos animais, assumindo-se de forma geral, os valores variando em torno de
65, 20 e 15 % para acetato, propionato e butirato respectivamente, com oscilaces sendo
observadas de acordo com diferengas na dieta (Tabela 2.1). Animais alimentados com
maiores proporgdes de concentrados ou com forragem mais jovem, de maior degradabilidade,
tendem a aumentar a proporcdo de propionato em relacdo aos outros AGCC (JANSSEN,
2010).

A relacdo entre a propor¢do dos AGCC acetato e propionato € um ponto de destacada
importancia em estudos que abordam a emissdo de CH; na producdo de ruminantes. O

processo de sintese de propionato pela microbiota ruminal emprega ions de hidrogénio (H,),
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enquanto que a sintese de acetato libera estes ions no meio. Tendo em vista que as
metanogénicas fazem uso deste H, para produzirem CH,, menores valores para a relacéo
acetato:propionato estdo associados a menor producdo de CH; (COTTLE; NOLAN;
WIEDEMANN, 2011).

Tabela 2.1 - Producdo de AGCC em ruminantes alimentados com diferentes dietas.
(McDonald et al., 2011 - Adaptado)

Animal Dieta AGCC total AGCC individuais - (%)
(mmol/L)
C2 C3 C4 Outros
Ovinos Azevém (jovem) 107 60 24 12 4
Bovinos  Zevém (pontode 137 64 22 11 3
pastejo)
Bovinos Silagem de graminea 108 74 17 7 3
Ovinos Feno de alfafa picado 113 63 23 10 4
. Feno de
Ovinos .
graminea:concentrado
100:0 97 66 22 9 3
80:20 80 61 25 11 3
60:40 87 61 23 13 2
40:60 76 52 34 12 3
20:80 70 40 40 15 5

1. AGCC - Acidos graxos de cadeia curta; C2 - Acetato; C3 - Propionato; C4 - Butirato.

Além de poder ser utilizada em estudos relacionados a producdo de CH,, a avaliagdo
das concentracdes de AGCC no rimen pode dar indicios de outros aspectos a respeito do
metabolismo animal, ressaltando o potencial e a importancia deste parametro. O acetato esta
diretamente relacionado aos niveis de gordura no leite; o propionato € o principal precursor da
sintese hepatica de glicose, molécula utilizada pelo metabolismo energético do sistema
nervoso dos ruminantes; os AGCC ramificada, caso do isobutirato, valerato e isovalerato, séo
oriundos especificamente da desaminagdo ruminal dos aminoécidos valina, prolina e
isoleucina respectivamente, caracterizando assim, o estudo das concentracdes destes AGCC,
como um meio de se obter informacdes a respeito da degradabilidade ruminal das proteinas de
uma determinada dieta (McDONALD et al., 2011; BHATTA et al., 2013; OH et al., 2015;
CASTRO et al., 2016).
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2.4.4. Contagem de protozoarios ruminais

Apesar de se fazerem presentes no rimen em numero bem inferior as bactérias
(10° protozoarios x 10 bactérias), o maior tamanho dos protozoérios faz com que estes se
igualem a estas Ultimas no que diz respeito a biomassa presente no rimen (JOUANY;
USHIDA, 1999; NEWBOLD et al., 2015). Mesmo possuindo grande representatividade
dentro da microbiota, a funcéo dos protozoarios ainda é controversa e sabe-se gque a existéncia
deles ndo € essencial para o ecossistema ruminal e bem-estar dos animais que 0s hospedam
(NGUYEN et al., 2016).

O uso de animais defaunados, ou seja, animais que tiveram suas populagdes de
protozodarios eliminadas por métodos quimicos ou fisicos permite melhor elucidacdo a
respeito das funcbes dos protozoarios no rimen. Newbold et al. (2015) fizeram uma meta-
analise de diversos estudos utilizando ruminantes defaunados, e os principais achados foram:
1 - A reducdo da degradabilidade da matéria organica na auséncia de protozoarios,
especialmente, fibras; 2 - Diminuicdo da concentracdo de N-NH3; no rdmen devido a
diminuicdo da quebra de proteina microbiana e dietética na auséncia de protozoarios, fato que
pode levar a aumento do fluxo de proteinas para o intestino delgado; 3 - Diminui¢do na
concentracdo de AGCC, evidenciando a importancia dos protozoarios na sintese dessas
moléculas e na degradacdo dos alimentos; 4 - Reducgdo em até 11 % na producdo de CHy.

Grande parte das metanogénicas vive em simbiose com 0s protozoarios ruminais,
usufruindo a destacada habilidade destes em produzirem hidrogénio (JAYANEGARA,;
LEIBER; KREUZER, 2012). Devido a esta relacdo entre metanogénicas e protozoarios é que
frequentemente se observa a contagem destes micro-organismos em estudos relativos a
emissdo de CH, (BHATTA et al., 2009; HRISTOV et al., 2011; NGUYEN et al., 2016).
Protozodrios ruminais, como sdo sensiveis a grandes varia¢fes no pH ruminal, ndo resistindo
em ambientes com pH maior que 7,8 ou inferior a 5,0, também podem servir como um bom
indicativo de acidose ruminal (NAGARAJA; TITGEMEYER, 2007; FRANZOLIN;
DEHORITY, 2010).

2.4.5. Determinacdo da composi¢do microbiana ruminal por PCR
Como mencionado anteriormente, a digestdo da dieta, o correto funcionamento do

metabolismo e a produtividade dos animais ruminantes é fruto direto de uma complexa

relacdo simbiotica entre micro-organismos que habitam o rumen destas espécies
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(MORGAVI et al., 2010). A associacdo de técnicas de cultivo microbiano a modernas
técnicas de biologia molecular tém permitido rdpido avango neste campo de pesquisa
(METZLER-ZEBELI et al., 2015).

A populacdo microbiana do ramen é composta, sobretudo por bactérias, fungos,
protozoarios e Archaea metanogénicas, estando estes micro-organismos, sujeitos a fatores
externos, tais como mudangas na dieta, frequéncia de alimentagdo, idade dos animais,
interacdes especificas com os hospedeiros e até estacdes do ano e localizacdo geografica dos
animais (KIM; MORRISON; YU, 2011).

O uso do PCR (reacdo em cadeia da polimerase) quantitativo em tempo real
caracteriza-se como ferramenta de biologia molecular com destacada eficiéncia para se
quantificar populacdes microbianas em amostras de conteido ou até mesmo epitélio ruminal,
por meio do emprego de diferentes primers especificos (MOSONI et al., 2007; WILLIAMS et
al., 2009; PETRI et al., 2013; WEIMER, 2015).

Os estudos que se utilizam desta ferramenta tém sido direcionados principalmente a
bactérias dos géneros Fibrobacter e Ruminococcus, os principais fibroliticos do rdmen; ao
estudo das populacGes de fungos anaerobios, que também apresentam atividade fibrolitica; e
as metanogénicas, que sdo foco de atencdo principalmente devido a importancia do CH,4 nas
questBes relacionadas a producdo sustentdvel e seguridade alimentar (DENMAN;
McSWEENEY, 2006; DENMAN; TOMKINS; McSWEENEY, 2007, MORGAVI et al.,
2010).

Avaliando os efeitos de grdos de cevada submetidos a tratamento com &cido latico ou
acido latico e tratamento térmico, sobre as populacdes microbianas e parametros ruminais de
vacas holandesas, Metzler-Zebeli et al. (2015) observaram que ambos os tipos de tratamentos
sobre os gréos afetaram as populacgdes de fibroliticas em relagcdo ao grupo controle (gréos de
cevada sem nenhum tipo de tratamento), além de aumentarem também a producdo de
propionato, novamente em relagcdo ao controle.

A respeito dos estudos relacionados a emisséo de CH,, Shi et al. (2014) avaliaram a
microbiota de ovinos produtores de altas e baixas concentragcdes de CH,. Neste estudo, 0s
autores observaram que apesar das diferencas na producdo de CH,4, a abundancia e a estrutura
das populacdes de metanogénicas eram semelhantes entre si, estando a diferenca na
metanogénese atribuida as diferengas na expressao génica da microbiota dos dois grupos de
animais. Resultados como este Gltimo mencionado, destacam a complexidade do ecossistema
ruminal, sendo indicativo da série de lacunas ainda por serem preenchidas no que diz respeito

a esta area do conhecimento.
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3. AVALIACAO NUTRICIONAL DA LEGUMINOSA MACROTYLOMA
AXILLARE EM BIOENSAIOS IN VITRO E IN VIVO COM OVINOS

Resumo:

Objetivou-se com o presente estudo avaliar os efeitos dos taninos da leguminosa tropical
macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279) sobre a producdo de gases e demais
parametros de fermentacdo ruminal in vitro, por meio de bioensaio com substratos incubados
com e sem polietilenoglicol (PEG), e, em experimento in vivo, objetivou-se avaliar a
digestibilidade aparente de nutrientes da dieta e pardmetros ruminais de cordeiras Santa Inés
alimentadas com feno de graminea tropical e suplementadas com feno da leguminosa
macrotiloma. Para o experimento in vitro, amostras de 0,5 g de feno de macrotiloma moidas a
1 mm foram colocadas em garrafas de 160 mL e incubadas em sistema semi-automatico por
24 horas, a 39 °C, com liquido ruminal coletado a partir de ovinos doadores de indculos. As
amostras foram incubadas tanto na presenga como na auséncia de PEG. Nos tempos de 4, 8,
12 e 24 horas ap0s o inicio da incubacdo, mediu-se a pressdo interna de cada garrafa para se
calcular o volume de gas produzido; durante estas medic6es, foram amostrados 2 mL de cada
garrafa para mensuragdo do metano (CH,) produzido. Ao final da fermentagdo foram
mensurados no contetido de todas as garrafas, os teores de nitrogénio amoniacal (N-NHs) e de
acidos graxos de cadeia curta. Ja in vivo, por periodo experimental de 17 dias (12 de
adaptacdo; 5 de coletas), foram utilizadas 12 cordeiras Santa Inés, ndo castradas, com 8
a 9 meses de idade e peso corporal médio de 24,95 + 1,8 kg. Foram formados 2 grupos de
tratamentos: dieta exclusiva de feno picado de capim-aruana (Panicum maximum cv. Aruana)
(controle - CON); e feno de capim-aruana suplementado com feno picado da leguminosa
macrotiloma (macrotiloma - MAC). Os animais permaneceram durante 5 dias em gaiolas
metabdlicas para ensaio de digestibilidade e ao final foram coletadas amostras de liquido
ruminal dos animais para determinacdo dos teores de N-NH;3 e contagem de protozoarios
ruminais. Trabalhando in vitro, observou-se maior producdo total de gases e de CH4 nas
amostras com PEG (p < 0,05). Nao se observou diferenca para os demais parametros (p >
0,05). Ja in vivo, verificou-se maior consumo e digestibilidade aparente (p < 0,05) apenas para
proteina bruta da dieta dos animais alimentados com MAC em relacdo ao CON. N&o foram
verificados efeitos sobre os demais parametros de consumo e digestibilidade avaliados (p >
0,05). Para os parametros ruminais, observaram-se maior producdo de N-NH; e menor
contagem de protozoarios nos animais do grupo MAC quando comparado aos animais do
grupo CON (p < 0,05). Os resultados observados em ambos o0s ensaios ressaltaram o potencial
da macrotiloma como opc¢éo de forragem a ser utilizada na alimentacdo de ruminantes.

Palavras-chave: digestibilidade, fermentacdo, metano, protozoarios, taninos.
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Nutritional evaluation of the legume Macrotyloma axillare by using in vitro and in vivo

bioassays with sheep

Abstract:

The aim of the present study was to evaluate the effects of tannins from the tropical legume
macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279) on the gas production and ruminal
fermentation parameters by performing an in vitro bioassay, with samples incubated with and
without polyethylene glycol (PEG) and in an in vivo experiment, the objective was to
determine apparent digestibility of dietary nutrients and ruminal fermentation parameters of
Santa Inés ewes fed tropical grass hay supplemented with macrotiloma hay. For the in vitro
assay, 0.5 g samples of macrotiloma hay ground at 1 mm were placed in 160 mL glass bottles
and incubated for 24 hours at 39 °C in a semi-automatic system with rumen fluid collected
from Santa Inés rams used as inoculum donnors. Samples were incubated both with and
without PEG. At the times of 4, 8, 12 and 24 hours after incubation started, internal pressure
of each bottle was measured for calculating the volume of gases produced; during these
measurements, 2 mL gases samples were collected from each bottle in order to measure the
methane (CH,) production. At the end of the incubation, ammoniacal nitrogen (NH3-N) and
short chain fatty acids (SCFA) concentrations were measured in the content of the bottles.
For the in vivo assay, in 17 days experimental period (12 for adaption and 5 for collection),
12 intact 8-9 months old Santa Inés ewes, with average body weight of 24.95 + 1.8 kg were
used. The ewes were divided into 2 treatment groups: exclusive chopped aruana grass hay diet
(control - CON); and aruana grass hay supplemented with chopped macrotiloma hay
(macrotiloma - MAC). The animals were kept for 5 consecutive days in metabolic cages for
the digestibility assay and at the end of this period, samples of rumen fluid were collected
from each ewe for determining NH3-N concentration and performing protozoa counting. At
the in vitro assay, increased total gas and CH, production were observed in the samples
incubated with PEG (p < 0.05). No differences were observed for the other parameters (p >
0.05). At the in vivo experiment, it was observed increased intake and apparent digestibility
for the crude protein of the animals fed MAC, when compared with CON. No further effects
were observed for parameters regarding intake and digestibility of other dietary nutrients (p >
0.05). For the ruminal parameters, increased NHs;-N production and reduced protozoa
counting were observed in the animals fed MAC when compared with those fed CON (p <
0.05). The results observed highlighted the potential of macrotiloma for being used as a
ruminant feed.

Keywords: digestibility, fermentation, methane, polyethylene glycol, protozoa, tannins
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3.1. Introducgéo

As plantas forrageiras constituem o principal alimento para ruminantes em diversos
locais do mundo. Em paises tropicais, como é o caso do Brasil, observa-se oscilacdo da
disponibilidade e qualidade das forrageiras em funcdo de, principalmente, fatores como a
disponibilidade de nutrientes no solo e regime de chuvas, verificando-se redugéo da producéo
e qualidade das pastagens em periodos de estiagem, prejudicando a produtividade do sistema
(BERTELLI; FRANZOLIN, 2013; BEZABIH et al., 2014)

Predominam nas pastagens tropicais, gramineas de metabolismo fotossintético C4, as
quais durante os periodos de seca apresentam em sua composi¢do maiores teores de parede
celular e diminuicdo na proteina bruta (PB), podendo muitas vezes apresentar valores
inferiores a 70 g/kg, considerado como teor de PB minimo para o funcionamento adequado do
rimen. Nestes casos, observa-se também a queda do consumo voluntério e digestibilidade
destas plantas (SAMPAIO et al., 2010; ARCHIMEDE et al., 2011).

Neste cenéario de oscilacdo da produtividade das gramineas, as leguminosas tropicais
se destacam como uma importante fonte de nutrientes para ruminantes, podendo ser
pastejadas ou oferecidas no cocho. Adaptadas a uma ampla diversidade de climas e regides,
estas plantas podem ainda aumentar a fertilidade dos solos, devido a capacidade das mesmas
em fixarem nitrogénio, disponibilizando este elemento no solo ndo s6 para si mesmas, mas
como também para outras plantas a seu redor (VALARINI; POSSENTI, 2006; TIEMANN et
al., 2009; PIRHOFER-WALZL et al., 2012).

Frequentemente encontrados nas leguminosas, os taninos sdo metabdlitos secundarios
destas plantas e quimicamente, constituem-se em compostos polifendlicos de variaveis
estruturas e pesos moleculares, caracterizando-se pela capacidade de se ligarem a polimeros
como proteinas e carboidratos (JAYANEGARA,; LEIBER; KREUZER, 2012). Com base na
estrutura molecular destes compostos, 0s taninos sao definidos em duas classes, hidrolisaveis
e condensados. Seus efeitos no metabolismo de ruminantes variam de acordo ndo somente
com a concentracdo dos mesmos na dieta, mas também de acordo com a origem e natureza
quimica destas moléculas (RODRIGUEZ et al., 2014).

Para a nutricdo de ruminantes, 0s taninos sao considerados como capazes de gerarem
efeitos negativos, como a reducdo da palatabilidade e digestibilidade da dieta assim como
efeitos positivos, uma vez que estando presentes na dieta em concentragdes em torno de 20 a
40 g/kg da matéria seca (MS), podem ocasionar a melhor absorcdo de aminoacidos

provenientes dos alimentos consumidos ou até mesmo reducdo da producdo de metano (CH,)
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durante a fermentacdo ruminal (LOUVANDINI et al., 2011; JAYANEGARA; LEIBER,;
KREUZER, 2012).

A espécie Macrotyloma axillare, é uma leguminosa tropical com potencial para uso na
nutricdo de ruminantes, tendo se destacado como suplementacdo a dieta de ovinos e em
consércio com capim-aruana, apresentando nesta Ultima situagdo, maior producdo de sua
massa de forragem e maior aumento na PB da graminea quando comparada a outras
leguminosas (GETACHEW,; SAID; SUNDSTOL, 1994; GERDES et al., 2009). De acordo
com Rufino et al. (2006), os baixos teores de taninos desta planta constituem um fator que
pode contribuir para que ndo sejam observados efeitos antinutricionais destas molécula.

Bioensaios in vitro utilizando agentes que se ligam aos taninos, como o
polietilenoglicol (PEG), anulando a atividade bioldgica destas moléculas, representam valiosa
ferramenta para o estudo dos efeitos dos taninos sobre diversos parametros de fermentagéo
ruminal (MAKKAR; BLUMMEL; BECKER, 1995; GOEL; MAKKAR, 2012; RODRIGUEZ
etal., 2014).

Neste sentido, foram avaliados no presente estudo os efeitos dos taninos da
leguminosa macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279 - banco ativo de germoplasma do
Instituto de Zootecnia, Nova Odessa - SP) sobre a producdo de gases e demais parametros de
fermentagdo ruminal in vitro, por meio de bioensaio com substratos incubados com e sem
PEG. Realizou-se também experimento in vivo com objetivo de avaliar a digestibilidade
aparente de nutrientes da dieta e parametros de fermentacdo ruminal em cordeiras Santa Inés

alimentadas com feno de graminea tropical e suplementadas com feno de macrotiloma.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Local

Todas as atividades descritas no presente estudo foram realizadas nas dependéncias do
Laboratério de Nutricdo Animal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da
Universidade de Sdo Paulo, localizado no municipio de Piracicaba, Sdo Paulo (LANA-
CENAJ/USP). Os procedimentos realizados envolvendo o uso de animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz” — CEUA-ESALQ/USP (Protocolo n. 005061).

3.2.2. Bioensaio in vitro
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3.2.2.1. Planta utilizada

O substrato utilizado neste ensaio foi feno da leguminosa macrotiloma, plantada,
coletada e enfenada no Instituto de Zootecnia (1Z), da Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegécios (APTA), da Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA), localizado na
cidade de Nova Odessa-SP. A producdo do feno da macrotiloma foi realizada a sombra,
empregando-se periodo de secagem de 10 dias, com o material sendo revirado trés vezes/dia,
diariamente, durante os meses de junho e julho de 2014.

Logo apos o feno estar pronto, parte do material foi amostrada e triturada a 1 mm em
moinho tipo Willey, para se determinar os teores de matéria seca (MS), PB, extrato etéreo
(EE), fibras em detergente neutro (FDN), fibras em detergente acido (FDA) e matéria mineral
(MM), de acordo com procedimentos da AOAC (2011). Também foram determinados 0s
teores de compostos fendlicos totais, taninos totais e taninos condensados, de acordo com
Makkar (2000) (Tabela 3.1).

3.2.2.2. Incubacéo in vitro

Para esta etapa do ensaio, foi coletado liquido ruminal de trés ovinos Santa Inés,
machos, castrados, com canula ruminal e peso corporal médio de 65,0 + 2,3 kg. Os animais
foram alimentados com dieta exclusiva de feno de graminea tropical e receberam agua e sal
mineral, todos disponibilizados ad libitum.

O ensaio de produgdo de gases in vitro foi conduzido de acordo com técnica descrita
por Theodorou et al. (1994) e Mauricio et al. (1999), com adaptacGes de Bueno et al. (2005) e
Longo et al. (2006). Para o preparo dos substratos, o feno de macrotiloma foi moido a 1 mm
em moinho tipo Willey e entdo amostras de 0,5 g deste material foram transferidas para
garrafas de vidro de 160 mL, juntamente com 50 mL de meio de incubacdo (meio tampéo de
Menke) e 25 mL de indculo.

As amostras de feno de macrotiloma foram incubadas com e sem PEG (0,5 g),
com o intuito de se observar os efeitos dos taninos sobre os parametros de fermentacao
ruminal avaliados (MAKKAR; BLUMMEL; BECKER, 1995). Para a incubagdo, foram
utilizadas tanto a fracdo liquida, como a fracdo solida do conteddo ruminal dos animais no
momento do preparo dos indculos, na proporcdo de 50:50. Utilizou-se o contetdo ruminal

oriundo de 2 animais para o preparo de cada um dos inoculos, totalizando 3 diferentes
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combinagGes de animais, que formaram 3 diferentes indculos. Para cada indculo, foram
incubadas duas garrafas por tratamento (2 com PEG; 2 sem PEG), além de garrafas branco,
sem substrato e garrafas com amostra padréo, para controle interno do laboratério.

As garrafas foram colocadas em estufa de ventilagdo forcada por 24 horas, em
temperatura de 39 °C, e nos tempos de 4, 8, 12 e 24 horas ap06s o inicio da incubagdo, foi
medida a pressdo interna de cada garrafa utilizando-se um transdutor de pressdo e um data
logger (Pressure Press 800, LANA , CENA /USP, Piracicaba, SP , Brasil). O volume total de
gas produzido em cada garrafa foi determinado de acordo com a equacdo: V = (7,365 * P)
onde: V= volume de g&s (mL) e P = pressdo mensurada (psi) (ARAUJO et al., 2011). A
producdo total de gases ap6s 24 horas de fermentacdo foi determinada somando-se 0s
volumes produzidos em cada mensuracao de pressédo das garrafas.

Durante os momentos de mensuracgdo da pressdo, foram coletadas amostras de 2,5 mL
dos gases produzido em tubos Vacuntainer ®, para posterior medicdo do teor de metano
(CH,). A concentracdo de CH4 nas amostras coletadas foi determinada em cromatdgrafo a gas
Shimadzu ® GC-2010. Apds as coletas, a pressdo interna de cada garrafa era aliviada, o
conteddo homogeneizado manualmente e estas retornavam para a estufa. A producéo total de
CHy ap6s 24 horas de fermentacdo tabém foi determinada somando-se 0s volumes produzidos
nos intervalos entre cada periodo de mensuracao de pressdo das garrafas

Apo6s o fim da incubacdo, as garrafas foram colocadas em agua em temperatura
de - 4 °C para interrupcdo da fermentacdo e as amostras sem adicdo de PEG foram tratadas
com 70 mL de solucdo de FDN, por periodo de quatro horas, em temperatura de 105 °C e
depois transferidas e filtradas em cadinhos sinterizados, previamente pesados e lavados com
agua destilada quente. Para se determinar a degradabilidade verdadeira da matéria organica
(DVMO), os residuos retidos nos cadinhos foram queimados em mufla a 600°C.

A determinagcdo da DVMO restringiu-se somente as amostras que foram incubadas
sem a presenca de PEG, uma vez que este Ultimo, em contato com os taninos, formam
complexos que podem ser recuperados no material ndo degradado apds tratamento com
solugéo de FDN e filtragem nos cadinhos sinterizados, subestimando assim a degradabilidade
do substrato (MAKKAR; BLUMMEL; BECKER, 1995; RODRIGUEZ et al., 2014).

A relacdo entre a matéria organica degradada (g) e a producdo total de gas (mL)
em 24 h foi utilizada como indice de eficiéncia de sintese microbiana (FP: fator de particao;
BLUMMEL; MAKKAR; BECKER, 1997).

Mensuraram-se no conteudo de todas as garrafas, independentemente da presenca de

PEG, os valores de nitrogénio amoniacal (N-NH3) de acordo com Preston (1995); o pH, em
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um phmetro modelo Tecnal® TEC-2; e o teor de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
empregando-se metodologia de Palmquist e Conrad (1971) (adaptado) e Nocek, Hart e Polan
(1987).

3.2.3. Ensaio de digestibilidade aparente dos nutrientes

3.2.3.1. Animais, tratamentos e manejo

Durante periodo experimental de 17 dias, 12 dias de adaptagdo e 5 dias de coletas,
foram utilizadas 12 cordeiras Santa Inés, ndo castradas, com peso corporal médio de
24,95 + 1,8 kg com oito a nove meses de idade. Os animais foram inicialmente alocados em
baias coletivas para o inicio do periodo de adaptacdo as dietas e, ap6s 10 dias, foram
colocados em gaiolas para estudo de metabolismo, sendo respeitados 2 dias de adaptagdo as
gaiolas antes de serem iniciadas as coletas. Foram formados dois grupos de tratamento (seis

animais/tratamento) de acordo com a dieta fornecida:

- Controle (CON) - feno picado de capim-aruana (Panicum maximum cv. Aruana)
ad libitum;
- Macrotiloma (MAC) - feno picado de capim-aruana ad libitum e suplementacdo com feno

picado de macrotiloma.

A dieta foi fornecida duas vezes ao dia, periodo da manha e periodo da tarde, com o
intuito de se obter consumo médio de matéria seca (CMS) de 3 % em relacéo ao peso corporal
dos animais e 10 % de sobras em relacdo ao oferecido. No caso do tratamento MAC, a
proporcdo em que os fenos de capim-aruana e macrotiloma foram oferecidos foi de 75:25. No
periodo de adaptagdo, assim como no periodo de coletas, agua e sal mineral foram
disponibilizados ad libitum.

3.2.3.2. Digestibilidade aparente

As sobras e as fezes excretadas foram recolhidas e pesadas diariamente durante o
periodo de coletas e uma amostra representativa de 10 % de cada um destes materiais foi
armazenada em refrigeracdo (-20 °C). As amostras de sobras e fezes foram descongeladas,

secas em estufa de ventilagdo forcada a 60 °C por periodo de cinco dias, moidas a 1,0 mm em
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moinho tipo Willey e encaminhadas para analise bromatoldgica a fim de se determinar os
teores MS, PB, FDN, FDA e matéria mineral MM de acordo com procedimentos da AOAC
(2011). A analise bromatologica dos alimentos ofertados foi realizada antes do inicio deste

experimento (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Composicdo bromatoldgica das forragens utilizadas nos ensaios (valores
expressos com base na matéria seca). No bioensaio in vitro, utilizou-se somente o feno de
macrotiloma

Parametro avaliado Feno de capim-aruana Feno de macrotiloma
Matéria seca (g/kg)" 953,85 873,87
Proteina bruta (g/kg) 91,10 154,02
Extrato etéreo (g/kg) 24,15 30,18
Fibra em detergente neutro (g/kg) 731,06 626,58
Fibra em detergente acido (g/kg) 456,10 446,36
Matéria mineral (g/kg) 61,75 77,65
Fenois totais >* - 29,64
Taninos totais *° - 23,23

Taninos condensados ** - 2,14

1. Anélises realizadas de acordo com AOAC, 2011.

2 - Analises realizadas de acordo com Makkar, 2000.

% Valores expressos em equivalente grama de 4cido tanico / kg de matéria seca.
*_ Valores expressos em equivalente grama de leucocianidina / kg de matéria seca.

A digestibilidade aparente dos nutrientes das dietas foi calculada de acordo com a
equacéo:
Digestibilidade aparente de X (%) = (X consumido — X excretado) / X consumido

*100. Onde X = nutriente avaliado.

3.2.3.3. Parametros de fermentag&o ruminal

Ao fim do ultimo dia de coletas, usando-se uma sonda esofagica, foram coletadas
amostras de liquido ruminal das cordeiras respeitando-se intervalo de trés a quatro horas apds
o fornecimento das dietas as mesmas. As amostras de liquido ruminal foram utilizadas para
determinacdo da concentracdo N-NH; e contagem de protozoérios seguindo metodologias
descritas por Preston (1995) e Dehority; Damron e McLaren (1983) respectivamente. Para as
analises de N-NHj, as amostras foram armazenadas em refrigerador, em temperatura

de -20 °C, e para a contagem de protozoarios, 2 mL das amostras de liquido ruminal foram
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diluidos em 4 mL de solugdo a base de verde de metila e formol salino (M.F.S.) e mantidas

em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

3.2.4. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa SAS ® v. 9.4
(Analysis System Institute, Cary NC, USA). Os dados coletados no bioensaio in vitro foram
submetidos a analise de variancia por meio do proc MIXED, considerando a adi¢do de PEG
como efeito fixo e os indculos como efeito aleatorio. Foi testada a interacdo entre os indculos
e tratamentos (presenca ou auséncia de PEG). J& no caso do ensaio de digestibilidade, os
dados foram analisados por meio de andlise de varidncia utilizando-se o proc GLM e as
médias obtidas foram comparadas por meio do teste de Tukey. O nivel de significancia

adotado para todas as analises foi de 5 %.

3.3. Resultados

3.3.1. Bioensaio in vitro

A adicdo de PEG aos substratos utilizados na incubacao in vitro exerceu efeito sobre a
producdo total de gases (PTG) e a producdo de CH, em relacdo a matéria seca incubada
(CHs mL/g MS) (Tabela 3.2). Em ambos o0s casos, as amostras sem PEG apresentaram
menores (p < 0,05) valores de PTG e CH,4 (117,73 e 5,55 mL/g MS respectivamente), quando
comparadas as amostras com PEG (12557 e 7,82 mL g MS para PTG e CH,
respectivamente). A adicdo de PEG ndo exerceu efeito sobre a eficiéncia da fermentagéo
(p > 0,05), parametro que se refere a propor¢cdo de CH, produzido em relagdo a PTG, no
entanto, verificou-se tendéncia (p < 0,10) das amostras com PEG apresentarem maior
producdo de CH, em relacdo a PTG quando comparadas as amostras sem PEG.

Para a DVMO e parametros relacionados verificados nas amostras sem adicdo de
PEG, observaram-se o0s seguintes resultados: DVMO: 474,25+149,46 g/kg; G/MOD
(Producéo de gases em relacdo a matéria organica degradada): 55,45+16,01 mL/g; CH,/MOD
(Producdo de metano em relagdo a matéria organica degradada): 2,44+0,82 mL/g; FDND
(Degradabilidade da fibra em detergente neutro): 248,64+88,23 g/kg; G/FDND (Producdo de
gases em relacdo a fibra em detergente neutro degradada): 28,72+23,85 mL/g; CH4,/FDND
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(Producédo de metano em relacdo a fibra em detergente neutro degradada): 0,94+0,51 mL/g; e
FP (Fator de parti¢do): 1,74+0,61.

Observando-se os resultados referentes as determinacdes de N-NHjz;, pH e AGCC,
também néo se observou efeito da adicdo de PEG nos substratos (p > 0,05) (Tabela 3.2). Em
nenhum dos dados avaliados neste ensaio observou-se interacdo entre tratamento (presenca ou
auséncia de PEG) e inoculos (p > 0,05).

Tabela 3.2 - Efeito da auséncia (-) ou presenca (+) de PEG em substratos de feno de
macrotiloma sobre parametros de producédo de gases e fermentacdo ruminal in vitro

Parametro PEG Incremento (%) >  EPM Valor de “p”
) (+)
PTG (mL/g MS) * 117,73 125,57 6,65 3,00 0,04
CH,; (mL/g MS) 5,55 7,82 41,02 0,90 0,04
Eficiéncia (%) 4,72 6,22 - 0,53 0,09
N-NH; (mg/dL) 12,75 11,61 - 1,79 n.s.>
pH 6,85 6,89 - 0,03 n.s.
AGCC
Total (mmol/L) 47,16 48,11 - 0,55 n.s.
Acetato (%) 75,56 75,77 - 0,21 n.s.
Propionato (%) 15,56 15,48 - 0,10 n.s.
Butirato (%) 5,97 5,84 - 0,09 n.s.
Valerato (%) 1,00 1,02 - 0,02 n.s.
Isobutirato (%) 0,44 0,42 - 0,01 n.s.
Isovalerato (%) 1,48 1,47 - 0,02 n.s.
Acetato/Propionato 4,86 490 - 0,04 n.s.

1_ PTG - Produco total de gases em relacio & matéria seca incubada; CH,/MS - Producéo de metano em relagdo
a matéria seca incubada; Eficiéncia - Percentagem (%) de CH, produzido em relacdo a PTG; N-NH; - Nitrogénio
amoniacal; AGCC - Acidos graxos de cadeia curta.

2 Incremento - Aumento (%) na producéo de gas decorrente do acréscimo de PEG ao substrato; EPM - Erro
padrdo da média.

%_n.s. - Néo significativo (p > 0,05).

3.3.2. Ensaio de digestibilidade aparente dos nutrientes

Avaliando o consumo de nutrientes pelos animais (Tabela 3.3), observou-se diferenca
(p < 0,05) no consumo de PB, com os animais suplementados com macrotiloma consumindo
86,88 g/dia, enquanto os animais sem suplementacdo consumiram 74,92 g/dia. N&o se
observou diferenca entre os tratamentos no CMS e demais nutrientes avaliados (p > 0,05).

Foi verificada influéncia dos tratamentos utilizados somente sobre a digestibilidade

aparente da PB, com as cordeiras alimentadas com MAC apresentando maior digestibilidade
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deste nutriente quando comparadas as cordeiras do tratamento CON (p < 0,05) (Tabela 3.4).
Para o restante dos nutrientes, ndo se observou efeito sobre a digestibilidade (p > 0,05).

Ja para os parametros de fermentacdo ruminal in vivo (Tabela 3.4), foi observada
maior (p < 0,05) producdo de N-NH3 para os animais do MAC em relacdo aos animais do
CON e, no caso da contagem de protozoarios, foi observado o inverso, com maior presenga
destes micro-organismos nos animais do grupo CON (p < 0,05).

Tabela 3.3 - Consumo médio diario de matéria seca e demais nutrientes em cordeiras
alimentadas com dietas controle (CON) e macrotiloma (MAC).

CON MAC EPM ° Valor de “p”
CMS g/ (animal dia™®)* 822,38 815,88 19,86 n.s.>
CMO ¢/ (animal dia™) 771,60 762,33 18,60 n.s.
CFDN g/(animal dia‘l) 601,21 575,61 14,33 n.s.
CFDA g/ (animal dia™) 375,09 370,18 9,04 n.s.
CPB g/ (animal dia™) 74,92 86,88 1,92 0,0014

1. C - Consumo, MS - matéria seca; MO - matéria organica; FDN - fibra em detergente neutro; FDA - fibra em
detergente acido; PB - proteina bruta.

2. EPM - Erro padrdo da média.

®_ n.s. - Néo significativo (p > 0,05).

Tabela 3.4 - Percentagem da digestibilidade aparente de nutrientes e pardmetros ruminais em

cordeiras alimentadas com dietas controle (CON) e macrotiloma (MAC).

CON MAC EPM?® Valor de “p”
DMS ! (%) 54,62 55,62 10,87 n.s.
DMO (%) 57,56 58,61 9,64 n.s.
DFDN (%) 56,62 56,46 11,59 n.s.
DFDA (%) 53,58 53,34 14,31 n.s.
DPB (%) 58,27 64,74 10,63 0,0016
Parametros ruminais
N-NH;?(mg/dL) 9,06 11,61 0,78 0,04
Protozoarios 6,05 4,13 0,58 0,04
(x10°/mL)

' D - Digestibilidade aparente, MS - Matéria seca; MO - Matéria organica; FDN - Fibra em detergente neutro;
FDA - Fibra em detergente &cido; PB - Proteina bruta.

% - Nitrogénio amoniacal.

. EPM - Erro padro da média.

* - n.s. - Néo significativo (p > 0,05).
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3.4. Discussao

3.4.1 - Bioensaio in vitro

Observou-se no presente estudo, influéncia dos taninos da macrotiloma sobre a PTG e
a produgdo de CH, em condigdes de fermentacéo in vitro. Taninos sdo moléculas capazes de
limitar a degradabilidade de nutrientes das dietas de ruminantes, tais como fibras e proteinas
(TIEMANN et al., 2009; GOEL; MAKKAR, 2012). A PTG pode ser utilizada como um
parametro indicativo da degradabilidade dos substratos durante o periodo de incubacéo
(SALLAM et al., 2010), e assim sendo, a menor PTG observada nas amostras incubadas sem
PEG, pode estar relacionada a reducdo na degradabilidade das mesmas, uma vez gque estavam
suscetiveis aos efeitos dos taninos da macrotiloma.

O aumento na PTG ocasionado pela presenca do PEG corrobora o fato de que os
efeitos dos taninos na fermentacdo ruminal dependem da origem e natureza quimica destes e
ndo somente de suas concentracdes (GOEL; MAKKAR, 2012; RODRIGUEZ et al., 2014).
A leguminosa aqui utilizada apresentou teores de taninos totais (TT) e taninos condensados
(TC) de 23,23 e 2,14 g/kg MS respectivamente, valores inferiores aos da leucena (Leucaena
leucocephala) utilizada por Soltan et al. (2013) em ensaio in vitro de producéo de gases, que
apresentou valores 34,8 e 23,3 g/kg MS para TT e TC respectivamente, e ainda assim, neste
caso, a presenca de PEG ndo foi capaz de proporcionar aumento na PTG, evidenciando que 0s
taninos da leucena, embora presentes em maior concentracdo que os da macrotiloma, ndo
foram capazes de afetar a producdo de gases.

Durante a fermentacdo ruminal, o0 modo pelo qual os taninos séo capazes de afetar a
metanogénese pode se dar tanto por mecanismos diretos como por mecanismos indiretos. O
mecanismo direto é atribuido ao efeito toxico que os taninos podem exercer sobre as Archaea
metanogénicas, grupo de micro-organismos anaerobios estritos, pertencentes ao dominio
Archaea, filo Euryarchaeota, responsaveis por produzir CH; no rdamen, enquanto o
mecanismo indireto se da tanto pela redugdo da degradabilidade de nutrientes da dieta, como
também pela reducdo no numero de protozodrios ruminais, 0s quais podem viver em
associacdo as metanogénicas, contribuindo também para a producdo de CH, (THAUER et al.,
2008; BHATTA et al., 2009; HOOK; WRIGHT; MCBRIDE, 2010; JAYANEGARA,;
LEIBER; KREUZER, 2012).

Observando-se que os taninos da macrotiloma foram capazes de reduzir, além da PTG,

também a producdo de CH, durante o periodo de incubacdo, sem afetar, no entanto, a
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eficiéncia da fermentacdo, sugere-se que esta reducdo na metanogénese tenha se dado em
razdo da queda na degradabilidade do substrato incubado na auséncia de PEG.
Caso os taninos da macrotiloma tivessem reduzido a producdo de CH, de modo direto,
afetando as metanogénicas, seria esperada alteracdo na proporcdo de CH, produzido em
relagdo a PTG, o que se refletiria em diferenca significativa para a eficiéncia entre as amostras
incubadas com e sem PEG (BHATTA et al., 2015).

Apesar de ndo ter sido observado efeito dos taninos na eficiéncia de fermentacéo,
observou-se tendéncia (p < 0,10) das amostras com PEG apresentarem maior valor para este
parametro quando comparadas as amostras sem PEG. Este fato sugere que além da
diminuicdo da degradabilidade da matéria seca incubada, possa ter havido algum outro
mecanismo pelo qual, embora de maneira menos intensa, os taninos da macrotiloma tenham
afetado a producdo de CH, durante a fermentacdo in vitro. Tal questdo sera abordada
novamente no tépico subsequente deste estudo.

Taninos sdo conhecidos por possuirem notada capacidade de se ligar as proteinas,
diminuindo a degradabilidade destas no ambiente ruminal, e, por consequéncia, estdo
associados a menores valores de producdo de N-NH3 no rimen (BHATTA et al., 2015). A
presenca de PEG nas amostras incubadas, mesmo anulando os efeitos dos taninos, néo foi
responsavel por aumentar a producdo de N-NHs, indicando que os taninos da macrotiloma
ndo reduziram a degradabilidade de suas proteinas ao ponto desta reducdo se refletir em
menor producdo de N-NHs.

De modo semelhante, apesar de os dados referentes a producdo de gases sugerirem
reducdo da degradabilidade do material incubado na auséncia de PEG, os resultados referentes
a producdo de AGCC sugeriram o oposto. A reducédo nos niveis totais de AGCC € esperada
quando se diminui a degradabilidade dos nutrientes, e, em casos em que ha reduzida
degradabilidade da fibra, espera-se também que a producdo de acetato esteja reduzida
(TIEMANN et al., 2008a; JAYANEGARA et al., 2009; BHATTA et al., 2015). No entanto,
ndo se observou diminuicdo na producdo total de AGCC e também ndo foi verificado
deslocamento na producdo de acetato devido a presenca ou auséncia de PEG nos substratos,
indicando que os taninos da macrotiloma também ndo afetaram a producéo de AGCC.

Assim sendo, mesmo com os dados de PTG e producdo de CH, indicando reducéo da
degradabilidade de nutrientes, observando-se a producdo de N-NH; e AGCC foi possivel
inferir que a macrotiloma apresentou bom potencial como forrageira, uma vez que seus
taninos, moléculas muitas vezes apontadas como possivel entrave para 0 uso de leguminosas
na nutricio de ruminantes (TIEMANN et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2014),
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ndo demonstraram durante a incubacéo in vitro, comportamento que indicasse ser limitante ou
nocivo ao processo fermentativo ruminal. Além disto, a macrotiloma demonstrou neste
ensaio, sinais de ter potencial mitigador de CH,, caracterizando-a como candidata a novos

estudos em busca de estratégias nutricionais visando reducdo da producéo deste gas.

3.4.2. Digestibilidade aparente de nutrientes

O consumo verificado para as cordeiras de ambos os tratamentos, em torno de
800 gramas por dia, foi o esperado de acordo com 0 NRC (2007), que descreve CMS variando
na faixa de 600 a 1000 g/dia para animais com peso corporal de 20 a 30 kg. Os valores
similares de CMS observados entre 0s animais deste experimento indicaram que a presenca da
macrotiloma nas dietas ndo exerceu nenhum efeito sobre a quantidade de alimentos
consumidos.

No presente experimento ndo se observou reducdo na digestibilidade aparente de
nenhum nutriente da dieta frente a suplementacdo de macrotiloma, verificando-se inclusive
aumento na digestibilidade da PB, corroborando a maior digestibilidade em comparacao as
gramineas que € atribuida as leguminosas (HAMMOND et al., 2011).

Apesar da qualidade nutricional superior das leguminosas em relacdo as gramineas
tropicais, 0 uso destas plantas na alimentacdo de ruminantes pode nem sempre levar a
obtencdo de melhoria no desempenho animal, pois se observa muitas vezes, a reducdo na
digestibilidade de nutrientes da dieta devido a presenca de compostos secundarios como 0s
taninos, podendo ocasionar reducdo do ganho médio em peso corporal ou producdo de leite
(TIEMANN et al., 2008b; ABDALLA et al., 2012; GOEL; MAKKAR, 2012). Os taninos da
macrotiloma, presentes em baixas concentracdes, ndo foram capazes de reduzir a
digestibilidade de nutrientes dos animais alimentados com MAC, indicando potencial desta
planta para o0 uso como suplemento para dieta de ovinos.

Tiemann et al. (2008b) avaliaram o efeito da inclusdo de leguminosas taniniferas na
dieta de cordeiros alimentados com diferentes propor¢des de misturas de graminea
e 2 leguminosas taniniferas (Calliandra calothyrsus e Flemingia macrophylla, contribuindo
respectivamente com 18,8 e 8,6 g/kg MS de taninos condensados quando incluidas a
300 g/kg MS na dieta) e observaram reducdo da digestibilidade da matéria organica, fibras e

PB, esta ultima, somente no caso da maior inclusdo de taninos condensados.
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Os resultados observados na determinacdo da concentracdo de N-NH3z no conteldo
ruminal dos animais sdo um reflexo do maior consumo de proteinas verificado nos animais
alimentados com MAC. Uma vez hidrolisadas pela microbiota ruminal, as proteinas dao
origem a peptideos e aminoacidos. Estes ultimos, desaminados pela microbiota ruminal, dao
origem & amonia, e, em situacbes em que ocorre 0 maior aporte de proteina degradavel no
rimen, maiores concentracdes de N-NH; sdo observadas. Muitas vezes, quando ha presenca
de taninos na dieta, a degradabilidade ruminal da PB fica reduzida, devido a formacdo de
complexos entre proteinas e taninos que sao estaveis no pH ruminal, ndo sendo degradados
pela microbiota. As concentragbes de N-NHj; observadas aqui sugerem que oS taninos
presentes na macrotiloma ndo prejudicaram a degradabilidade ruminal das proteinas da dieta
(WANG et al., 2006; AUFRERE et al., 2013).

Verifica-se que para o adequado crescimento da microbiota ruminal, a concentracao
minima de N-NH; deve estar entre 5 a 20 mg/dL (LENG, 1990; PIMENTEL et al., 2012).
Em ambos os ensaios desenvolvidos neste estudo, as concentragfes se mantiveram entre 11 e
12 mg/dL, o que indica que a macrotiloma foi capaz de manter o nivel adequado de N-NHj3 no
liquido ruminal.

Por outro lado, a menor contagem de protozoarios ruminais verificada nos animais que
receberam a macrotiloma é um indicativo de qué, embora a digestibilidade aparente ndo tenha
sido afetada, os taninos presentes na macrotiloma podem ter agido sobre os protozoarios
ruminais. Taninos sdo tidos como sendo capazes de reduzir a contagem de protozoarios no
rumen (BHATTA et al., 2009). Embora ainda que de maneira controversa, a reducdo da
contagem de protozoarios ruminais € apontada como uma estratégia de mitigacdo da producao
de metano entérico, uma vez que parte das metanogénicas vive em associacdo a estes micro-
organismos, caracterizando dessa forma, outro possivel beneficio do uso desta leguminosa na
alimentacédo de ruminantes (HRISTOV et al., 2013; NGUYEN et al., 2016).

Na incubacdo in vitro descrita previamente, observou-se que 0s taninos da
macrotiloma reduziram a PTG, a producdo de CH; (p < 0,05) e que houve tendéncia
(p < 0,10) para a proporcao de CH,4 produzido em relagdo & PTG, ser menor para as amostras
que estiveram sujeitas aos efeitos dos taninos da macrotiloma (amostras sem PEG) quando
comparadas as amostras incubadas com PEG. Este fato deu indicios de que algum outro fator
além da sugerida reducdo da degradabilidade da matéria seca incubada tenha afetado a
producdo de CHy,

Considerando-se a reduzida contagem de protozoarios observada nos animais

alimentados com MAC no ensaio de digestibilidade in vivo, sugere-se que 0s taninos da
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macrotiloma possam ter afetado este parametro também no bioensaio in vitro, caso das
amostras sem PEG, contribuindo para a menor producdo de CH, de maneira sinérgica a
reducdo da degradabilidade dos substratos. A ideia de que houve outro fator além da reducéo
da degradabilidade influenciando a producdo de CH, in vitro é ainda reforcada quando se
observa os valores de incremento deste ensaio, uma vez que a PTG aumentou cerca de 6 % na
presenca de PEG enquanto a producdo de CH, aumentou aproximadamente 41 % nesta
situacdo, sugerindo que esta variavel possa ter sido mais intensa e diretamente afetada que a
PTG.

3.5. Concluséo

Os taninos da macrotiloma se mostraram capazes de reduzir tanto a producéo total de
gases como a producdo de CH, durante a fermentacdo in vitro, sem afetar a producgéo
de N-NH; e AGCC. Ja no ensaio in vivo de digestibilidade, observou-se maior aporte e
degradacdo ruminal das proteinas da dieta nos animais alimentados com esta leguminosa em
comparagdo ao controle, ao mesmo tempo em que se verificou maior digestibilidade aparente
deste nutriente.

Os resultados observados ressaltaram o potencial da macrotiloma como opgéo de
forragem a ser utilizada na alimentacdo de ruminantes. Seus taninos ndo apresentaram sinais
de efeitos antinutricionais e ainda verificou-se nestes, capacidade de mitigar a producdo de
CH, na fermentacdo ruminal. Sugere-se que mais estudos sejam realizados, a fim de se obter
um esclarecimento mais preciso sobre os efeitos da macrotiloma e seus taninos sobre o

metabolismo de ruminantes.
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4. EMISSAO DE METANO, MICROBIOTA RUMINAL E PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS EM OVINOS SANTA INES SUPLEMENTADOS COM A
LEGUMINOSA MACROTYLOMA AXILLARE

Resumo:

Objetivou-se neste experimento avaliar o desempenho produtivo, emissdo de metano (CHy),
parametros de fermentacdo ruminal, caracteristicas de carcacga e perfil de acidos graxos da
carne em cordeiros alimentados com graminea tropical e suplementados com leguminosa. Por
um periodo experimental de 90 dias, foram utilizados 14 cordeiros Santa Inés machos, nao
castrados, com aproximadamente 100 dias de idade e peso corporal médio de 18,06 + 3,26 kg.
Os animais foram alocados em baias individuais e divididos em 2 grupos de tratamento
(7 animais cada), que receberam dieta exclusiva de feno picado de capim-aruana (Panicum
maximum cv. Aruana) (controle - CON) e feno de capim-aruana suplementado com feno
picado da leguminosa macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279) - (macrotiloma - MAC).
Os animais suplementados com macrotiloma receberam graminea e leguminosa na propor¢ao
de 75:25; 4gua e sal mineral foram disponibilizados ad libitum. Os animais foram pesados
quinzenalmente para calculo do ganho médio em peso (GMD), e a emisséo de CH, foi medida
pela técnica do gas tracador hexfluoreto de enxofre (SFg) nos dias 28 ao 32; 57 ao 61; e 85 ao
89. Encerrada a ultima coleta de CH,, foi coletado liquido ruminal dos animais para
determinacdo das concentracfes de nitrogénio amoniacal (N-NHjz) e acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), contagem de protozodrios ruminais e determinagdo da abundancia relativa de
micro-organismos ruminais em analise por RT-qPCR (reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real). Ao final dos 90 dias, os animais foram abatidos, realizou-se
avaliacdo das caracteristicas de carcaca e foram coletadas amostras do musculo Longissimus
lumborum para andlise do perfil de &cidos graxos da carne. Ndo se observou diferenca
(p > 0,05) entre os animais dos grupos CON e MAC no consumo de matéria seca (CMS) e
GMD, emissdao de CH,, producdo de AGCC, caracteristicas de carcaca e perfil de acidos
graxos. Na avaliagdo dos pardmetros ruminais, observou-se maior (p < 0,05) concentracdo de
N-NH3; no liquido ruminal dos animais MAC; maior (p < 0,05) contagem de protozoarios
ruminais nos animais CON; e menor abundéncia relativa de metanogénicas e maior de fungos
totais anaerdbios nos animais alimentados com macrotiloma em relagdo aos animais CON
(p < 0,05). Apesar de nédo ter influenciado o desempenho produtivo, emissdo de CHy,
caracteristicas de carcaca e perfil de &cidos graxos dos ovinos avaliados, as menores
abundéancia relativa de metanogénicas e contagem de protozoarios em relagdo ao controle
indicam potencial antimetanogénico desta planta, devendo esta ser foco de novos estudos.

Palavras-chave: capim-aruana, cordeiros, forragens, metanogénese, taninos.



69

Methane emission, rumen microbes and fatty acids profile in Santa Inés lambs
supplemented with the legume Macrotyloma axillare

Abstract:

The objective of this experiment was to evaluate productive performance, methane (CH,)
emission, ruminal fermentation parameters, carcass characteristics and fatty acids profile of
the meat in lambs fed on tropical grass and supplemented with legume. For a 90 days
experimental period, 14 intact Santa Inés male lambs, with approximate age of 100 days and
18.06 + 3.26 kg of average body weight were used. Animals were allocated in individual pens
and divided into 2 treatment groups (7 animals each) which received exclusive chopped
aruana grass (Panicum maximum cv. Aruana) hay - (control - CON) diet and aruana grass hay
supplemented with chopped macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279) hay (macrotiloma
- MAC). The animals had ad libitum access to water and mineral salt and those supplemented
with macrotiloma received grass and legume following a 75:25 proportion. Lambs were
fortnightly weighed for calculating average daily gain (ADG) and CH, emission was
measured using the sulphur hexafluoride (SFs) tracer technique in the days 28 - 32; 57 - 61,
and 85 - 89. After the last CH,4 collection, rumen fluid samples were collected from the
animals for the determination of ammoniacal nitrogen (NHs-N), short chain fatty acids
(SCFA) concentrations, and for performing the ruminal protozoa counting and determination
of the relative abundance of rumen microbes by RT-gPCR (real-time quantitative polymerase
chain reaction) analysis. At the end of the experimental period, the animals were slaughtered,
carcass characteristics were evaluated and samples of Longissimus lumborum muscle were
collected for evaluating the meat fatty acids profile. No difference (p > 0.05) was observed
between the lambs of the groups CON and MAC for dry matter intake (DMI) and ADG, CH,4
emission, SCFA production, carcass characteristics as well as for fatty acids profile of meat.
Evaluating ruminal fermentative parameters, increased concentration of NHs-N (p < 0.05) in
the rumen fluid, reduced relative abundance of methanogens, increased relative abundance of
general anaerobic fungi and reduced protozoa counting were observed for the animals fed
MAC (p < 0.05) when comparing to those fed CON. The inclusion of macrotiloma in the diet
has not shown any effect on productive performance, CH4 emission, carcass characteristics
and fatty acids profile of the animals evaluated. However, the reduced relative abundance of
methanogens and the protozoa counting when compared to the control have indicated the anti-
methanogenic potential of this plant, suggesting that it should be focus of further studies.

Keywords: aruana grass, forages, lambs, methanogenesis, taninns.
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4.1. Introducéo

O sucesso da producdo de ruminantes nos tropicos € frequentemente afetado pela
limitada qualidade nutricional das gramineas durante as estacfes de seca. Leguminosas
tropicais constituem um grupo de plantas bem adaptadas as condi¢des climaticas destas
regides e que normalmente apresentam maiores teores de proteina e menores teores de fibra
que as gramineas, podendo ser empregadas como suplementos na dieta de ruminantes,
buscando dessa forma, a manutencdo do desempenho produtivo durante periodos mais criticos
do ano (TIEMANN et al., 2009).

Caracteristica marcante das plantas deste grupo é a presenca de compostos secundarios
como os taninos. Este grupo de moléculas pode exercer efeito sobre desempenho dos
ruminantes de diversas maneiras, podendo prejudicar a palatabilidade do alimento e a
degradabilidade de nutrientes, como também podem reduzir a producdo de metano (CH,4) ou
até mesmo alterar a qualidade da carne e leite produzidos (PATRA; SAXENA, 2011,
JAYANEGARA,; LEIBER; KREUZER, 2012; RODRIGUEZ et al., 2014).

Uma espécie de leguminosa ainda pouco estudada e que apresenta potencial para
utilizacdo na nutricdo de ruminantes é a Macrotyloma axillare. Leguminosa de clima tropical,
com habito de crescimento vollvel e boa resisténcia a seca, 0 acesso NO 279 desta planta, do
banco ativo de germoplasma do Instituto de Zootecnia, Nova Odessa - SP, mostrou bom
desempenho quando comparado a outras leguminosas em situacdo de consorcio sob pastejo de
ovinos, e, em ensaio de producdo de gases in vitro, a presenca desta planta nos substratos
aumentou a degradabilidade dos mesmos e favoreceu a producdo de propionato em relacdo ao
acetato, demonstrando assim potencial para mitigacdo da emissao de CH, (BLUMENTHAL;
STAPLES, 1993; GERDES et al., 2009; LIMA et al., 2016).

A producgdo de CH,4 pelos ruminantes é importante etapa do processo de fermentagédo
ruminal destes animais, uma vez que visa evitar o acimulo de hidrogénio (H2) no ramen, o
que poderia causar efeitos negativos severos ao metabolismo do animal (ECKARD;
GRAINGER; De KLEIN, 2010). No entanto, a metanogénese pode representar perda de 5 a
10% do potencial energético dos alimentos consumidos, e este gas é também, um dos mais
importantes causadores de efeito estufa, com a fermentacdo entérica dos ruminantes sendo
apontada como responsavel por 80% do CH,4 produzido pela pecuaria (MADSEN et al., 2010;
MORGAVI et al., 2010).
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Além de muitas vezes levarem a reducdo da degradabilidade ruminal da dieta,
ocasionando consequentemente a reducdo na produgdo de CH,, 0s taninos também podem
exercer efeitos diretos sobre a microbiota ruminal, afetando a producdo deste gas (BHATTA
et al., 2009; JAYANEGARA,; LEIBER; KREUZER, 2012). Outro beneficio dos taninos que
tem sido discutido é a interacdo destes com 0s micro-organismos ruminais responsaveis pela
biohidrogenacdo de &cidos graxos no ramen, que pode até mesmo culminar em aumento da
concentracdo de acido linoleico conjugado (CLA) em produtos como o leite e a carne, 0 que €
de grande interesse para a saude humana (VASTA et al., 2009; PATRA; SAXENA, 2011).

Diante disso, infere-se que a suplementacdo de leguminosas na dieta de ruminantes
pode ser considerada uma estratégia nutricional com potencial para contribuir com a
seguridade alimentar de forma sustentavel, uma vez que dada a previsdo de crescimento da
populacdo mundial dos atuais 7,2 bilhdes para 9,6 bilhGes de pessoas no ano de 2050, existe a
necessidade de se aumentar a producdo de alimentos de origem animal, aliando este aumento
ao menor impacto ambiental possivel (CERRI et al., 2016).

Assim sendo, objetivou-se com o presente experimento avaliar o desempenho
produtivo, emissdo de CH,4, parametros de fermentacdo e microbiota ruminal, caracteristicas
de carcaca e perfil de &cidos graxos da carne em ovinos Santa Inés alimentados com graminea

tropical e suplementados com a leguminosa macrotiloma (Macrotyloma axillare - NO 279).

4.2. Material e métodos

4.2.1. Local

O presente experimento foi conduzido nas instalagdes do Laboratorio de Nutrigdo
Animal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da Universidade de S&o Paulo, em
Piracicaba, Sdo Paulo (LANA-CENA/USP). Todos os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” — CEUA-ESALQ/USP (Protocolo n. 005061).

4.2.2. Animais, tratamentos e manejo
Por periodo experimental de 90 dias, precedidos por 14 dias de adaptacdo as dietas,

foram utilizados 14 cordeiros Santa Inés, machos, ndo castrados, com peso corporal médio de

18,06 + 3,26 kg e 100 dias de idade. Os animais foram divididos em dois grupos de
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tratamento, empregando-se delineamento inteiramente casualizado e foram alocados em baias
individuais com medidas de 1,60 x 1,15 m, com agua e sal mineral disponibilizados ad
libitum. De acordo com a dieta dos animais, formaram-se os seguintes tratamentos: Controle
(CON), que recebeu feno picado de capim-aruana (Panicum maximum cv. Aruana) ad libitum
e Macrotiloma (MAC), que recebeu feno picado de capim-aruana ad libitum e suplementagéo
com feno picado de macrotiloma.

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (manha e tarde), visando consumo
médio de matéria seca (CMS) de 3% em relacdo ao peso corporal dos mesmos e 10% de
sobras em relacdo a oferta total de alimentos. Ofertou-se a propor¢do de 75:25 de
graminea:leguminosa para 0s animais suplementados com macrotiloma. Para o calculo do
CMS, as sobras dos alimentos foram coletadas e pesadas trés vezes por semana (segunda,
quarta e sexta-feira).

Ao longo do experimento, os cordeiros foram pesados no dia O e a cada 14 dias no
periodo da manhd, antes de receberem as dietas, para se calcular o ganho médio diario em
peso (GMD). Por meio da divisdo do CMS (g/d), pelo GMD (g/d) obteve-se o indice de
conversao alimentar (CA).

As anélises de composicdo bromatoldgica dos alimentos utilizados foram realizadas de
acordo com procedimentos da AOAC (2011), nos quais foram determinados teores de matéria
seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibras em detergente neutro (FDN), fibras
em detergente &cido (FDA) e matéria mineral (MM). No caso do feno de macrotiloma,
também foram determinados os teores de compostos fenolicos totais, taninos totais e taninos

condensados, de acordo com Makkar (2000) (Tabela 3.1 do capitulo anterior).

4.2.3. Emissdo de CHg4

A determinacdo da emissdo de CH, pelos animais foi realizada utilizando-se a técnica
0 gas tracador hexafluoreto de enxofre (SFg), descrita por Johnson et al. (1994), com
adaptacdes de Embrapa (2004) e Lima et al. (2010). Ao longo do experimento, foram
realizados trés periodos de coleta e mensuracgdo da producdo de CH,4 entérico, com quatro dias
de duracéo cada. As coletas foram realizadas nos periodos do dia 28 ao 32; dia 57 ao 61; e dia
85 ao 89. As amostras foram coletadas e analisadas em seguida em cromatdgrafo a gas
Shimadzu ® GC-2010, equipado com detectores de ionizacdo de chama (FID) e captura de
elétrons (ECD).
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4.2.4. Parametros de fermentagdo ruminal

Logo apo6s o término da dltima coleta de CHy, utilizando-se uma sonda esofagica,
foram coletadas amostras de liquido ruminal dos cordeiros respeitando-se intervalo de trés a
quatro horas ap6s o fornecimento da dieta aos mesmos. As amostras de liquido ruminal foram
utilizadas para determinagdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs), &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e contagem de protozoarios seguindo metodologias descritas por Preston (1995);
Palmquist e Conrad (1971) (adaptado) e Nocek, Hart e Polan (1987); e Dehority, Damron e
McLaren 1983 respectivamente. Para as analises de N-NH3; e AGCC, as amostras foram
armazenadas em refrigerador, em temperatura de - 20 °C, e para a contagem de protozoarios,
2 mL das amostras de liquido ruminal foram diluidos em 4 mL de solucdo a base de verde de
metila e formol salino (M.F.S.) e mantidas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

Ainda utilizando-se as amostras de liquido ruminal, foi determinada a abundancia
relativa dos grupos de micro-organismos ruminais: bactérias totais (BACT), Ruminococcus
flavefaciens (RUMI), Fibrobacter succinogenes (FIBRO), Archaea metanogénicas (METH),
e fungos totais anaerdbios (FUNG). Para estas determinac@es, utilizou-se a técnica da reacédo
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR). Para as analises de RT-
gPCR, as amostras coletadas foram armazenadas em temperatura de -80 °C e encaminhadas
ao Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP.

A extracdo do DNA das amostras de liquido ruminal foi realizada utilizando-se Kit
comercial PowerLyzer™ PowerSoil (MoBio) seguindo as instru¢des do fabricante. A
quantificacdo dos micro-organismos BACT, RUMI, FIBRO, METH e FUNG foi realizada
com iniciadores (primers) especificos (Tabela 4.1) de 16S rRNA como descrito por Denman e
McSweeney (2006) e Denman, Tomkins e McSweeney (2007). Para o célculo foi utilizado o
método de AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), de acordo com a equagéo:

AACt = ACt (tratamento) - ACt (controle)

Onde:
ACt = diferenca entre Ct (gene alvo) — Ct (gene normalizador)
ACt = Delta Ct

A amplificacdo do DNA foi realizada no equipamento Step One Plus ™ Real-Time
PCR System (Life Technologies) em solugdo contendo 5 pL do kit SYBER Green ROX
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(Invitrogen), 2,5 pmol de cada primer, 1 uL do DNA pré-amplificado e &gua ultrapura
(Milli-Q) autoclavada para um volume final de 10 pL. As condic¢des de amplificacdo foram:
uma pré-incubacao a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s
e 72 °C por 30 s, com coleta de dados de fluorescéncia e ao final da reacdo foi incluida uma
curva de melting nas seguintes condicdes: 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min e 95 °C por 15 s.
Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

As mudangas na abundancia relativa das populacBes microbianas devido a
suplementacdo de macrotiloma na dieta foram determinadas de acordo com a equagéo 24"
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando o gene 16S rRNA BACT como gene de
referéncia para o calculo dos valores de ACt e considerando a abundancia relativa das

populacdes alvo nos animais do grupo CON como 1.

Tabela 4.1 - Primers especificos utilizados na analise de RT-gPCR

Micro-organismos Sequéncia dos Primers (5" a 3')
Bactérias totais 11, CGGCAACGAGCGCAACCC
R, CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
Ruminococcus I, CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG
flavefaciens R, CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC
Fibrobacter I, GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA
succinogenes R, CGCCTGCCCCTGAACTATC

Archaea metanogénicas |, TTCGGTGGATCDCARAGRGC
R, GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC

Fungos totais I, GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC
anaerdbios R, CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT

11 - Indicador direto; R - Reverso

4.2.5. Caracteristicas de carcaca e perfil de acidos graxos

Ao fim dos 90 dias de ensaio, os animais foram submetidos a jejum de sélidos e
liquidos por um periodo de 16 horas para realizagdo de abate, seguindo normas vigentes no
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA
(BRASIL, 1952), para que fossem obtidos dados referentes as caracteristicas de carcaga dos
animais.

Imediatamente antes do abate, os animais foram pesados para que se pudesse obter o

peso corporal ao abate (PA). Os animais foram insensibilizados por choque elétrico e entdo
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foi realizada sangria, esfola e evisceragdo das carcacas. Em seguida, as carcagas foram
pesadas para a obtencdo do peso de carcaca quente (PCQ), e foram encaminhadas para camara
de refrigeracdo, onde permaneceram por 24 horas em temperatura de 2 °C.

Logo ap6s o periodo de refrigeracdo, as carcacas foram novamente pesadas
(peso de carcaga fria - PCF) e foram calculados indices de rendimento de acordo com as
seguintes equacdes: Rendimento de carcaga quente (RCQ): RCQ = PCQ/PA*100; rendimento
de carcaca fria (RCF): RCF = PCF/PA*100; e perda por resfriamento (PR):
PR = (PCQ — PCF)/PCQ*100.

No musculo Semimembranosus foram realizadas as leituras do pH inicial (0 horas,
durante o abate) e final (24 horas apds o abate) utilizando-se um pH metro portatil
(QUIMIS®, modelo Q400HM). Logo ap0s esta etapa, as carcacas foram seccionadas
longitudinalmente ao longo da coluna vertebral, e na meia carcaca esquerda foram obtidos e
pesados 0s seguintes cortes carneos (SANTOS et al., 2001, adaptado): pescogo - corresponde
as sete vértebras cervicais, efetuando um corte entre a sétima cervical e a primeira toracica;
paleta - regido que tem como base anatbmica a escapula, o Umero, a ulna, o radio e o carpo;
costela e fralda - localizada entre a 1° e 12° vértebra toracica, sem aproximadamente
1/3 dorsal do corpo das costelas correspondentes, juntamente com regido correspondente a
musculatura da parede abdominal; e pernil - seccionado entre a cabeca do fémur e o
acetabulo.

A avaliacdo da cor da carne foi realizada no musculo Longissimus lumborum, que foi
removido e exposto ao oxigénio por 30 minutos e trés medidas em pontos diferentes foram
tomadas para o célculo do valor médio. Utilizou-se espectrofotometro (MINOLTA modelo
CM-600d) para leitura dos parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b*
(intensidade de amarelo) de acordo com MacDougall (1994).

Para analise do perfil de &cidos graxos da carne, foram coletadas amostras do musculo
Longissimus lumborum na regido da 12° costela e estas foram encaminhadas ao Laboratorio
de Nutri¢do e Crescimento Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.
Juntamente com estas amostras, também foram encaminhadas amostras dos alimentos
oferecidos aos animais para realizacdo desta mesma andlise, com o objetivo de também
caracteriza-los quanto ao perfil de acidos graxos (Tabela 4.2).

A extracdo dos lipidios das amostras de carne foi realizada de acordo com Hara e
Radin (1978) e a metilacdo de acordo com Christie (1982). No caso das amostras de
alimentos, a extracdo e metilacdo foram realizadas de acordo com Rodriguez-Ruiz et al.
(1998).
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As amostras transmetiladas foram analisadas em cromatdgrafo a gas modelo Focus
CG- Finnigan, com detector de ionizagdo de chama, coluna capilar CP-Sil 88 (Varian), com
100 m de comprimento e 0,25 um de didmetro interno e 0,20 um de espessura do filme. Os
gas de arraste utilizado foi o hidrogénio, em vazdo de 1,8 mL/minuto. As condicdes
cromatograficas utilizadas assim como o célculo dos indices de &cidos graxos desejaveis
(DFA), atividade das enzimas elongase e A”-desaturase (C16 e C18) e de aterogenicidade
(ATHERO) seguiram metodologia descrita por Paim et al. (2014).

4.2.6. Anadlise estatistica

A anlise estatistica dos dados foi realizada por meio do programa estatistico SAS® v.
9.4 (Analysis System Institute, Cary NC, USA). Os dados de emissdo de CH, foram
analisados utilizando-se analise de medidas repetidas no tempo, considerando-se 0s animais
como unidades experimentais, em modelo misto, por meio do proc MIXED, tendo as dietas
como efeito fixo e os animais como efeito aleatdrio. Para se comparar as médias utilizou-se o
teste de Tukey e aplicou-se o proc PLM para se comparar os tratamentos entre si em cada um
dos periodos de coleta. Para as demais varidveis analisadas neste experimento, foi utilizada
andlise de variancia por meio do proc GLM e as médias obtidas foram comparadas por meio
do teste de Tukey. Os dados de GMD foram calculados pelo coeficiente de regresséo linear
dos pesos individuais de cada animal, utilizando-se o proc REG. Para todas as analises

adotou-se nivel de significancia de 5 %.
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Tabela 4.2 - Perfil de acidos graxos dos fenos de capim-aruana (ARU) e de macrotiloma

(MAC)

Acido graxo (g/100g) ARU MAC
C10:0 1,48 0,73
C12:0 3,92 1,59

C13:01is0 2,05 1,02
C13:0 anteiso 1,17 0,74
Cl2:1 0,17 0,14
C13:0 0,15 -
C14:0 1,10 0,85
C15:0is0 0,19 0,11
C15:0 0,25 0,72
Cl16:0 34,13 33,48
C17:0iso - 0,98
C17:0 0,57 0,94
C18:0 4,19 8,64
C18:1 trans - 0,54
Cl18:1cis-9 3,51 3,82
C18:1cis-11 0,47 0,37
Cl18:1cis- 12 0,29 0,25
C18:1cis-13 0,18 0,13
C18:2c-9c-12 15,07 13,59
C20:0 2,08 6,74
C18:3n-3 20,37 9,38
C20:1 2,76 0,99
C21:0 - 0,24
C20:2 - 0,20
C22:.0 1,25 3,71
C20:3n-6 0,93 4,57
C23:.0 0,43 0,44
C24.0 2,01 2,77
C22:5 - 0,44
C22:6 n-3 - 0,39
SFA 55,07 63,85
UFA 44,10 35,05
MUFA 7,55 6,41
PUFA 36,55 28,64
n-6 0,96 4,59
n-3 20,52 9,82
n-6:n-3 0,05 0,46
UFA:SFA 0,80 0,54
PUFA:SFA 0,66 0,44

! - S#o apresentados apenas os 4cidos graxos com valores maiores que 0,1 g/100 g.
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4.3. Resultados

Né&o foi observada diferenca estatistica (p > 0,05) entre os ovinos dos dois tratamentos
para 0 CMS, GMD e CA (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Peso inicial, final e pardmetros de desempenho produtivo de cordeiros
alimentados com dietas controle (CON) e macrotiloma (MAC).

CON MAC EPM? Valor de “p”
Peso inicial (kg) 18,21 18,35 1,28 ns.>
Peso final (kg) 23,64 24,50 1,43 n.s.
CMS g (animal™ dia™)t 768,02 790,99 15,82 n.s.
GMD g (animal™ dia™) 57,71 65,42 8,98 n.s.
C.A. (g CMS/g GMD) 15,02 12,99 1,76 n.s.

1. CMS: Consumo médio de matéria seca; GMD: Ganho médio diario; CA: Conversao alimentar.
2. EPM - Erro padrio da média.
%_n.s. - N&o significativo (p > 0,05).
Ao se analisar os dados de emissdo de CH,4, também ndo se observou diferenca
(p > 0,05) entre os tratamentos para os parametros avaliados em relacdo a esta varavel

(CH4/dia; CH4/MS; CH,/GMD) ao longo de todo o periodo experimental (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Emissdo de CH,; de cordeiros alimentados com dietas controle (CON) e
macrotiloma (MAC) durante os 3 periodos de coleta do experimento

Periodo(s) CON MAC EPM * Valor de “p”
CH, g/ (animal dia™)* 1 15,55 14,91 1,42 ns.>
CH,4 g/MS kg 1 23,72 23,97 2,18 n.s.
CH, g/ (animal dia™) 2 15,36 17,47 1,37 n.s.
CH, (9/MS kg) 2 21,64 21,16 2,09 n.s.
CH, g/ (animal dia™) 3 11,52 14,00 1,58 n.s.
CH, g/MS kg 3 16,31 19,46 2,40 n.s.
CH4 g/GMD g 12e3 0,29 0,26 0,06 n.s.

1. CH,/animal/dia: emissdo de CH, em 24 horas; CH,/MS: emissdo de CH, em relagdo ao consumo de matéria
seca; CH,/GMD: emissdo de CH,4 em relagdo ao ganho em peso médio diario.

2 EPM - Erro padrdo da média.

®_n.s. - N&o significativo (p > 0,05).

Quanto aos parametros de fermentacdo ruminal (Tabela 4.5), observou-se maior
producdo (p < 0,05) de N-NHj3 para os animais que receberam a suplementacdo de
macrotiloma (MAC) quando comparados aos animais que nao a receberam (CON).

A propor¢do dos AGCC produzidos durante a fermentacdo ruminal, assim como a
relacdo acetato:propionato e a producdo total de AGCC ndo foram influenciados pelos

tratamentos utilizados (p > 0,05).
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Observou-se também maior contagem de protozoarios no liquido ruminal do CON
(5,58 x 10° /mL) em relagdo a MAC (3,73 x 10° /mL) (p < 0,05). Na determinacdo da
abundancia relativa dos micro-organismos ruminais, observou-se menor presenca de METH
nos animais alimentados com MAC quando comparados aos alimentados com CON
(p < 0,05). Em relacdo a FUNG, o contréario foi observado, com maior abundéncia destes
micro-organismos nos animais que receberam MAC (p < 0,05). N&o se verificou diferenca

entre 0s grupos para os demais micro-organismos avaliados (p > 0,05).

Tabela 4.5 - Parametros de fermentacdo e composicdo da microbiota ruminal de cordeiros
alimentados com dietas controle (CON) e macrotiloma (MAC)

CON MAC EPM 2 Valor de “p”
N-NH; (mg/dL) * 12,87 15,90 0,95 0,044
Protozoarios (x10°/mL) 5,58 3,73 0,33 0,003
AGCC
Total (mmol/L) 72,93 72,40 2,27 ns. >
Acetato (%) 74,95 77,25 2,36 n.s.
Propionato (%) 16,45 16,78 0,55 n.s.
Butirato (%) 6,22 5,65 0,60 n.s.
Valerato (%) 0,68 0,71 0,08 n.s.
Isobutirato (%) 0,40 0,50 0,08 n.s.
Isovalerato (%) 1,28 1,19 0,17 n.s.
Acetato/Propionato 4,56 4,47 0,17 n.s.
RT-qPCR *
RUMI 1,0 3,67 1,48 n.s.
FIBRO 1,0 11,27 4,25 n.s.
METH 1,0 0,31 0,04 <0,0001
FUNG 1,0 4,32 0,82 0,014

1~ N-NHj; - Nitrogénio amoniacal; AGCC - Acidos graxos de cadeia curta; RUMI - Ruminococcus flavefaciens;
FIBRO - Fibrobacter succinogenes; METH - Archaea metanogénicas; e FUNG - fungos totais anaerébios.

2. EPM - Erro padréo da média.

% - n.s. - Néo significativo (p > 0,05).

* - RT-qPCR - Anélise de PCR quantitativa em tempo real. Valores expressos em abundancia relativa da
populagdo microbiana do rimen mediante suplementacdo de macrotiloma na dieta.

A partir das informagdes coletadas ao abate (Tabela 4.6), ndo foram observadas
diferencas entre 0s grupos para as caracteristicas de carcaca (p > 0,05). Do mesmo modo, na
analise do perfil de acidos graxos no musculo Longissimus lumborum, tanto na proporcao dos
acidos graxos individualmente (Tabela 4.7), assim como na analise dos indices calculados a
partir do perfil de &cidos graxos da carne (Tabela 4.8), também n&o se observou diferenca

(p > 0,05) entre os cordeiros de ambos os tratamentos.
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Tabela 4.6 - Peso ao abate e caracteristicas de carcaca de cordeiros alimentados com dietas
controle (CON) e macrotiloma (MAC)

CON MAC EPM ? Valor de “p”
PA" (kg) 22,07 24,00 1,31 n.s.’
PCQ (kg) 8,49 9,34 0,63 n.s.
PCF (kg) 8,23 9,01 0,61 n.s.
RCQ (kg) 38,37 38,71 0,91 n.s.
RCF (kg) 37,16 37,37 0,92 n.s.
PR (%) 3,18 3,45 0,40 n.s.
pH - Inicial 6,90 6,83 0,06 n.s.
pH - Final 5,76 5,67 0,05 n.s.
CorL 44,80 44,24 1,68 n.s.
Cor A 11,71 13,09 0,77 n.s.
CorB 13,48 13,86 0,66 n.s.
Pernil (kg) 1,38 1,41 0,88 n.s.
Paleta (kg) 0,74 0,89 0,83 n.s.
Fralda+Costela(kg) 1,59 1,75 0,14 n.s.
Pescogo (kg) 0,35 0,37 0,02 n.s.

1~ PA: peso corporal ao abate; PCQ: peso de carcaca quente; PCF: peso de carcaca fria; RCQ: rendimento de
carcaga quente; RCF: rendimento de carcaca fria; PR: perda por resfriamento; cor L: valores colorimétricos de
luminosidade da carne; cor A: valores colorimétricos de vermelho da carne; cor B: valores colorimétricos de
amarelo da carne.

2. EPM - Erro padrio da média.

®_ n.s. - N&o significativo (p > 0,05).
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Tabela 4.7 - Perfil de acidos graxos da carne de cordeiros alimentados com dietas controle
(CON) e macrotiloma (MAC)

Acido graxo (g/100g) * CON MAC EPM * Valor de “p”
C10:0 0,095 0,110 0,30 ns.>
C12:0 0,115 0,174 0,02 n.s.

C14:0is0 0,073 0,107 0,01 n.s.
C14:.0 1,938 2,573 0,24 n.s.
C15:0is0 0,273 0,314 0,02 n.s.
C15:0.anteiso 0,326 0,389 0,03 n.s.
Cl4:1cis-9 0,058 0,075 0,01 n.s.
C15:0 0,448 0,514 0,04 n.s.
C16:0is0 0,215 0,231 0,05 n.s.
C16:0 24,135 24,554 0,55 n.s.
Cl17:0iso 0,486 0,535 0,01 n.s.
Cl6:1cis-9 2,449 2,636 0,10 n.s.
C17:0 1,575 1,655 0,06 n.s.
Ci7:1 0,575 0,503 0,05 n.s.
C18:0 20,246 20,118 0,90 n.s.
C18:1 trans 0,722 0,849 0,09 n.s.
C18:1cis-9 32,088 31,288 0,85 n.s.
Cl8:1lcis-11 3,188 3,055 0,13 n.s.
Cl8:1cis-12 1,592 1,639 0,05 n.s.
Ci8:1cis-13 0,905 0,848 0,02 n.s.
Cl18:1trans-16 0,326 0,316 0,02 n.s.
Cl8:1cis-15 0,248 0,275 0,01 n.s.
C18:2¢c-9c-12 1,417 1,680 0,23 n.s.
C20:0 0,156 0,188 0,01 n.s.
C18:3n-3 0,833 0,661 0,07 n.s.
C20:1 0,161 0,141 0,02 n.s.
C18:2c-9t-11 0,117 0,189 0,04 n.s.
C22:0 0,098 0,089 0,04 n.s.
C20:4 n-6 2,115 1,486 0,17 n.s.
C20:5n-3 0,436 0,265 0,09 n.s.
C22:6 n-3 0,448 0,425 0,09 n.s.

1. S&0 apresentados apenas o0s 4cidos graxos com valores maiores que 0,05 g / 100 g.
2. EPM - Erro padréo da média.
%_n.s. - No significativo (p > 0,05).
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Tabela 4.8 - Grupos de &cidos graxos e indices calculados da carne de cordeiros alimentados
com dietas controle (CON) e macrotiloma (MAC)

CON MAC EPM ° Valor de “p”
SFA! 50,21 51,57 0,93 n.s. >
UFA 47,75 46,39 0,88 n.s.
MUFA 42,32 41,63 0,95 n.s.
PUFA 4,58 4,77 0,34 n.s.
n-6 1,52 1,51 0,18 n.s.
n-3 1,43 1,35 0,13 n.s.
n6:n3 1,08 1,11 0,07 n.s.
UFA:SFA 0,96 0,90 0,35 n.s.
PUFA:SFA 0,09 0,09 0,01 n.s.
DFA 67,99 66,51 0,68 n.s.
A°-desaturase C16 9,23 9,68 0,32 n.s.
A°-desaturase C18 61,23 61,02 1,56 n.s.
Elongase 66,33 65,39 0,63 n.s.
ATHERO 0,58 0,62 0,03 n.s.

T'_ SFA: 4cidos graxos saturados; UFA: &cidos graxos insaturados; MUFA: &cidos graxos monoinsturados;
PUFA.: &cidos graxos poli-insaturados; n-6: acidos graxos 6mega 6; n-3: &cidos graxos 6mega 3; DFA: &cidos
graxos desejaveis; ATHERO: indice de aterogenicidade.

2. EPM - Erro padrdo da média.

®_n.s. - Néo significativo (p > 0,05).

4.4. Discussao

O CMS apresentado pelos animais de CON e MAC foi o esperado de acordo com
NRC (2007), que estima consumo na faixa de 0,61 a 1,05 kg de MS por dia para cordeiros
com peso corporal de 20 a 30 kg.

O GMD verificado no presente experimento para os dois tratamentos foi semelhante
ao verificado por Menezes et al. (2013) e Kim et al. (2016), que relataram médias em torno de
45,0 e 74,0 g/animal/dia respectivamente, para ovinos com idade de 4 a 6 meses no inicio
destes estudos. No caso de Menezes et al. (2013), utilizaram-se feno de graminea tropical
(Coast-cross - Cynodon dactylon) e ovinos da raca Santa Inés, enquanto Kim et al. (2016)
utilizaram duas gramineas de clima temperado, em ovinos da raga Suffolk, sendo ambos os
casos em dietas com propor¢do de 60:40 de volumoso e concentrado. No presente
experimento, ndo foi utilizado concentrado, e ainda assim foram verificados valores de GMD

semelhantes aos mencionados.
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Apesar de se tratar de uma leguminosa e, portanto apresentar compostos secundarios
como os taninos, potencialmente nocivos & salide e ao bom desempenho de ruminantes
(RODRIGUEZ et al., 2014), a macrotiloma, aparentemente, nio apresentou este efeito,
uma vez que o0s animais suplementados com esta planta tiveram CMS, GMD e,
consequentemente, CA, semelhantes aos dos animais alimentados com a dieta CON, sem
suplementacdo de macrotiloma. Taninos s&o relatados como causadores de efeitos toxicos em
ruminantes quando ingeridos em concentracGes de 60 a 120 g/kg da dieta total (FRUTOS et
al., 2002; LOUVANDINI et al., 2011). Os referidos valores sdo notoriamente superiores aos
praticados aqui, uma vez que a macrotiloma, incluida a 25 % na dieta total, apresentou teores
de taninos totais de 23,23 g/kg.

O tipo e a qualidade das forrageiras empregadas na dieta de ruminantes séo fatores de
grande influéncia na producdo de CH, destes animais (MARTIN; MORGAVI; DOREAU,
2010). No presente experimento, foram utilizados dois tipos de forrageiras, uma graminea
tropical, de metabolismo C4 (capim-aruana) e uma leguminosa (macrotiloma) e, no entanto,
assim como a inclusdo de 25 % de macrotiloma ndo influenciou os indices de producdo dos
animais, também ndo foi responsavel por gerar menores niveis de emissao de CH,, tendo sido
a qualidade das fibras de ambas forrageiras utilizadas um fator possivelmente determinante
para que isto ocorresse.

De acordo com Hristov et al. (2013), o teor de carboidratos estruturais das forragens é
uma caracteristica de grande influéncia na emissdo de CHy,, estando maiores teores de FDN
relacionados a maiores emisses de CH4. Dewhurst (2013) relatou que os menores teores de
fibra, associados a maiores taxas de passagem das leguminosas séo caracteristicas destacadas
destas plantas que podem levar a menores emissdes de CHg.

Em meta-anélise reunindo resultados de 22 publicacdes cientificas, totalizando
112 tratamentos experimentais, a respeito do efeito de diversos tipos de forragem sobre a
emissdo de CH4 em ruminantes, Archimede et al. (2011) observaram que animais alimentados
com leguminosas de clima tropical, como a macrotiloma, produziram 20 % menos CH,
(L/consumo de matéria organica) que animais alimentados com gramineas C4, como é 0 caso
do capim-aruana. No estudo destes autores, observam-se médias de FDN de 646,40 g/kg MS
para gramineas C4 e 568,20 g/kg MS para as leguminosas de clima tropical enquanto que no
presente experimento, os teores de FDN do capim-aruana e da macrotiloma foram superiores,
731,06 e 626,58 g/kg MS respectivamente, apresentando, portanto, maior potencial de
producdo de CHa.
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A qualidade das fibras também pareceu afetar o nivel de desempenho animal
observado aqui, uma vez que, mesmo o tratamento MAC tendo apresentando teor de PB na
dieta superior a0 CON, esta superioridade ndo se refletiu em GMD maior para os animais
alimentados com esta dieta. Provavelmente, isto se deveu a falta de sincronia entre a
disponibilidade de energia e proteina no rimen destes animais.

Gramineas C4, como o capim-aruana, sao na maioria dos casos, menos degradaveis no
rumen que leguminosas e, as maiores degradabilidade e teor de PB da macrotiloma podem ter
levado a maior desaminacdo de aminoacidos no rimen dos animais alimentados com a
leguminosa, sem, no entanto, aporte suficiente de carboidratos, que forneceriam a energia
necessaria para metabolizacdo adequada desta proteina. A falta de energia prontamente
disponivel na dieta ainda é agravada pelo fato de as forragens terem sido utilizadas na forma
de feno, situacdo em que os teores de carboidratos sollveis das mesmas estdo reduzidos e
estruturais aumentados. O adequado aporte energético aumentaria a producdo de massa
microbiana no ramen e reduziria a perda de nitrogénio na forma de aménia, 0 que certamente
conferiria aos animais suplementados com a leguminosa, superior desempenho animal (YU;
HART; DU, 2009; ARCHIMEDE et al., 2011; McDONALD et al., 2011).

Dessa forma, a qualidade e o teor de fibras das dietas utilizadas no presente
experimento, associados a propor¢do de fornecimento da macrotiloma (75:25), constituem
fatores que podem ser apontados como motivos pelos quais ndo se observou desempenho
produtivo superior ou reducdo na emissdo de CH,; nos animais suplementados com esta
leguminosa.

A presenca de taninos é outra caracteristica das leguminosas que frequentemente é
apontada como razdo da mitigacdo da emissdo de CH, observada em ruminantes consumindo
estas plantas (WAGHORN, 2008; MARTIN; MORGAVI; DOREAU, 2010;
JAYANEGARA; LEIBER; KREUZER, 2012). Grupo de substancias polifenélicas com
ampla variedade de pesos moleculares e niveis de complexidade, os taninos sdo classificados
em duas classes, hidrolisaveis e condensados, ambas apresentando efeitos antimetanogénicos,
sendo, porém, os taninos condensados, foco maior de estudos devido a seu menor risco de
toxicidade (BEAUCHEMIN et al., 2008; GOEL; MAKKAR, 2012).

Os taninos sao capazes de reduzir a produgdo de CH,4 por meio de mecanismos diretos
de inibicdo, como efeito toxico sobre as Archaea metanogénicas, micro-organismos
responsaveis pela producdo de CH,4, e também de modo indireto, reduzindo a populagéo de
protozoarios no ramen, micro-organismos produtores de hidrogénio (H,), molécula utilizada

na metanogénese, e que vivem muitas vezes em associa¢do as metanogénicas ou também, se
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pode observar reducdo na producdo de CH,; como consequéncia da redugdo da
degradabilidade da dieta (BHATTA et al., 2009; JAYANEGARA; LEIBER; KREUZER,
2012).

Goel e Makkar (2012) afirmaram que associar a magnitude do efeito antimetanogénico
dos taninos a concentracdo destes na dieta € algo a ser evitado, uma vez que atividade
biolégica destas moléculas varia tanto em funcdo da concentracdo, como em fungdo da
natureza quimica das mesmas.

Por outro lado, na meta-analise de Archimede et al. (2011), ao se incluir os teores de
taninos no modelo, observou-se menor producdo de CH,4 nos casos em que foram empregadas
leguminosas com maiores teores destas moléculas (superiores a 300 g/kg MS) do que em
leguminosas com baixos teores de taninos (inferiores a 100 g/kg MS). O teor de taninos totais
verificados na macrotiloma (23,23 g/kg MS) é considerado baixo utilizando a classificacdo
empregada pelo estudo citado acima, podendo, portanto, ser esta uma das causas de néo ter se
verificado efeito da macrotiloma sobre a producéo de CHa.

Ao se analisar os resultados aqui apresentados, sejam eles referentes ao desempenho
produtivo animal ou a producdo de CH,4 e parametros de fermentacdo ruminal, deve-se tomar
cuidado ao se atribuir algum destes a presenca ou auséncia de taninos na dieta, uma vez que, a
maneira ideal de se evidenciar efeito destas moléculas na fermentacdo ruminal é com o uso de
algum agente neutralizador dos taninos, como o polietilenoglicol (PEG) (GOEL; MAKKAR,
2012; RODRIGUEZ et al., 2014). No presente experimento, ndo foi incluido um tratamento
recebendo macrotiloma e PEG, ou algum outro agente neutralizador dos taninos. Portanto, 0s
resultados observados podem ser sugestivos de efeitos dos taninos, mas ndo podem ser
atribuidos irrefutavelmente a estes.

Apesar de ndo terem sido observados efeitos diretos da macrotiloma, nas proporgdes
usadas aqui, sobre a emissao de CH,, foram observados efeitos sobre 0s parametros ruminais
como o teor de N-NHs, a contagem de protozoarios e a populacdo de metanogénicas, estando
estes dois ultimos fatores mais diretamente relacionados a producdo de CH,.

O teor de N-NH3 no rumen esta relacionado ao metabolismo de proteinas,
confirmando, portanto, que a suplementacdo de macrotiloma, assim como aumentou o aporte,
aumentou também a degradacédo de proteinas no rimen, elevando o teor de N-NH; no liquido
ruminal. Ao se incluir taninos nas dietas, 0 oposto € comumente relatado, observando-se
niveis reduzidos de N-NH3 devido a capacidade dos taninos de se ligarem as proteinas,
impedindo a quebra destas moléculas e a desaminacdo de aminoacidos no ramen
(WANG et al., 2006; AUFRERE et al., 2013). O maior teor de N-NH; observado no liquido



86

ruminal dos animais alimentados com macrotiloma sugere que 0s baixos teores de taninos
desta leguminosa ndo prejudicaram a degradabilidade ruminal das proteinas da dieta.

De acordo com Hristov et al. (2013), a defaunacdo, ou seja, eliminacdo de
protozodarios ruminais, seja ela completa, ou parcial como foi observada aqui, ndo pode ser
considerada como uma estratégia de mitigacdo de CH, muito consistente, uma vez que a
resposta a essa préatica é bastante variada e incerta.

Como mencionado anteriormente neste trabalho, um dos modos pelo qual a
defaunacdo pode afetar a metanogénse se da pela intima relacdo dos protozoarios com as
metanogénicas, podendo entdo a eliminacdo ou reducdo dos protozoarios levar a diminuicdo
na presenca de metanogénicas, e por consequéncia, reduzir a produgdo de CH, (BHATTA et
al., 2009). Por outro lado, este mecanismo nem sempre é observado. Hristov et al. (2011), em
experimento com vacas holandesas suplementadas com acidos graxos, observaram reducao de
96% nos protozoarios ruminais e no entanto ndo observaram reducdo tanto nas metanogénicas
como na producéo de CH,.

No presente experimento, observou-se reducdo na contagem de protozoarios e também
na abundancia relativa de metanogénicas dos animais alimentados com macrotiloma. Apesar
disso, ndo foi verificada diferenca na emissdo de CH, entre os tratamentos. Williams et al.
(2009), em experimento com ovinos Merino, em que testou-se a eficicia de vacina formulada
com cinco tipos diferentes de metanogénicas, verificaram manutencdo do nivel de emissao de
CH4 mesmo ap6s a diminuicdo da contagem de metanogénicas. Estes autores observaram
mudanc¢a na composi¢cdo da populacdo de metanogénicas dos animais vacinados e sugeriram
gque, mesmo em menor numero, estas novas componentes da populacdo de metanogénicas
seriam produtoras de CH, mais eficientes, levando assim a manutencdo da emisséo CH,4. De
forma semelhante, sugere-se que este mesmo tipo de fenémeno possa também ter ocorrido no
presente experimento.

Concomitantemente a diminuicdo nas metanogénicas, também se observou aumento
de fungos totais anaerobios nos animais alimentados com macrotiloma. Fungos anaerdbios do
rumen apresentam atividade fibrolitica (PUNIYA et al., 2014). Entretanto, ndo foram
observados indicios de aumento da degradabilidade da dieta destes animais, tais como
aumento do CMS, aumento da producdo de AGCC ou até mesmo superior desempenho
produtivo.

Dentre as caracteristicas de carcaca avaliadas, apesar de ndo terem sido observadas
diferencas entre os animais dos tratamentos testados, pode-se destacar o pH, que estd

relacionado a deplecdo de reservas de glicogénio no tecido muscular e € um importante
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indicador de qualidade da carne, devendo se encontrar na faixa de 5,5 a 5,8 em periodo de 24
horas ap6s o abate (SILVA SOBRINHO et al., 2005). No presente experimento, o pH final se
manteve dentro desta faixa tanto para os animais tratados com MAC, assim como CON,
indicando boa qualidade da carne oriunda destes animais. Médias de pH final superiores a 5,8,
podem comprometer diversos atributos da carne, tais como maciez, firmeza, capacidade de
retencdo de agua e tempo de prateleira (SILVA SOBRINHO et al., 2005; HOPKINS;
MORTIMER, 2014).

A qualidade e quantidade de gorduras na carne sao destacados pontos de interesse em
discussdes relacionadas a saide humana, principalmente no que diz respeito a ocorréncia de
doencas cardiovasculares (PAIM et al.,, 2014). Dentre os acidos graxos avaliados
individualmente nas amostras de carne deste experimento, destaca-se a proporcdo de acidos
graxos n-6:n-3, a qual deve apresentar valor maximo de 4,0 para uma dieta humana saudavel
(AFFMAN; MULLER, 2012), e os valores obtidos aqui foram 1,08 e 1,11 para CON e MAC
respectivamente, valores desejaveis de acordo com o recomendado.

A atividade das enzimas A%-desaturase C16, A°-desaturase C18 e elongases, estdo
relacionadas a conversao dos acidos graxos saturados miristico (14:0), palmitico (16:0) e
estearico (18:0) em acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e, a de producdo &cidos graxos
com cadeias maiores que 16 carbonos respectivamente (De SMET; RAES; DEMEYER,
2004). Do mesmo modo que ndo foram observadas diferengas entres 0s animais de ambos os
tratamentos para estes acidos graxos, também néo se observou efeito da macrotiloma no nivel
de atividade destas enzimas.

No que diz respeito a influéncia do perfil de acidos graxos da dieta sobre o perfil da
carne, observou-se que mesmo havendo diferencas, sobretudo, no teor de &cidos graxos n-6 e
n-3 das forragens utilizadas (n-6: capim-aruana - 0,96 e macrotiloma - 4,59 ¢g/100g; e n-3:
capim-aruana - 20,52 e macrotiloma 9,82 g/100 g), estas diferencas néo se refletiram na carne.
Isto se explica pelo fato de que tanto os acidos graxos da macrotiloma, quanto os do capim-
aruana, forragens fornecidos na forma de feno picado, estiveram sujeitos ao processo de
biohidrogenacao por parte da microbiota ruminal, ndo se verificando dessa forma, diferencas
na incorporagdo de acidos graxos n-6 e n-3 na carne destes animais (WOOD et al., 2008).

Os CLAs sao isémeros cis e trans do acido linoleico (C18:2), como é o caso do &cido
ruménico (C18:2 c-9 t-11), forma predominante na carne e leite (PATRA; SAXENA, 2011).
Estes acidos graxos tém recebido crescente atengdo nas pesquisas cientificas, uma vez que o

consumo destas moléculas tem sido associado a diversos efeitos benéficos a salide humana,
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tais como prevencdo de aterosclerose, propriedades anticarcinogénicas, controle de
hipertensdo e modulagdo do sistema imune (BHATTACHARYA et al., 2006).

Aos taninos, atribui-se capacidade de inibirem etapas finais do processo de
bio-hidrogenacdo de acidos graxos no rumen, o que leva ao acumulo de &cido vacénico
(C18:1 t-11), um importante precursor da biossintese enddgena de C18:2 c-9 t-11 (VASTA et
al., 2009). No presente experimento, 0s baixos teores de taninos presentes na macrotiloma nao
foram capazes de aumentar os teores de CLAs na carne proveniente dos animais alimentados

com esta planta.

45. Conclusao

O desempenho produtivo, emissao de CHy, caracteristicas de carcaca e perfil de acidos
graxos dos ovinos suplementados com a leguminosa macrotiloma foram semelhantes aos dos
ovinos em dieta exclusiva de graminea. No entanto, pardmetros ruminais como a contagem de
protozoarios e a abundancia relativa de metanogénicas dos animais alimentados com esta
leguminosa indicaram potencial do uso desta planta como possivel estratégia de mitigacéo de
CH,, devendo esta ser alvo de novos estudos para melhor esclarecimento de seus mecanismos

de ag&o e de seus atributos como alimento para ruminantes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados observados neste estudo, confirmou-se a possibilidade do uso
da leguminosa Macrotyloma axillare - NO 279 como opc¢do de forragem em sistemas de
producdo de ruminantes. Os seus baixos teores de taninos ndo constituiram fator limitante
para a incluséo desta planta na dieta dos animais, € embora ndo tenha sido verificado ganho
médio em peso superior nos animais suplementados, acredita-se que, caso uma fonte de
energia com qualidade superior ao feno de graminea aqui utilizada tivesse sido incluida na
dieta, poderia ter sido observado o melhor aproveitamento desta leguminosa, o que poderia
também se refletir em melhor desempenho animal.

No que diz respeito a emissdo de CHy,, a suplementacdo de macrotiloma néo foi capaz
de reduzir os niveis de emissdo deste gas, considerando-se a emissdo diaria por animal, a
emissdo em relagdo ao consumo de MS, como também em relacdo ao GMD. Como discutido
ao longo do trabalho, a qualidade da dieta como um todo, os baixos teores de taninos desta
leguminosa, assim como o nivel de inclusdo utilizado, foram fatores apontados como motivos
pelos quais ndo se observaram efeitos sobre a emissdo de CHj.

No entanto, levando-se em conta fatores como a redugdo na producao de CHy in vitro
na auséncia de PEG, a reducdo na contagem de protozodrios verificada em dois ensaios
in vivo e a diminuicdo na presenca de metanogénicas observada no ensaio de desempenho
animal, tem-se indicios de que esta leguminosa, talvez por meio de acdo dos seus taninos,
possua capacidade de mitigar a emissao de CH.

Assim sendo, sugere-se que estudos mais aprofundados devam ser realizados,
buscando-se melhor compreender as interagdes desta planta e seus taninos com o complexo
ecossistema ruminal, langando-se méo de ferramentas como o uso de PEG em ensaios in vivo
ou até mesmo técnicas de biologia molecular mais avangadas, as quais podem permitir maior
detalhamento a respeito dos efeitos da macrotiloma sobre a microbiota ruminal. O potencial
desta leguminosa em mitigar CH,4, associado a dietas mais equilibradas, que permitam melhor
desempenho animal, é de grande valor, uma vez que, alcancar a seguridade alimentar de

forma sustentavel é um dos grandes objetivos da ciéncia para 0s proXimos anos.



