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Resumo

A produgdo de alimento de origem animal contribui com cerca do 14,5% do total das
emissoes humanas; e as emissdes entéricas ¢ a producao de alimento concentrado para os
animais representam o 85% da contribuicao dentro do setor. A utilizagao de alternativas de
alimentagdo animal que ndo compitam por recursos com a alimenta¢ao humana sao necessarias
para a sustentabilidade do setor pecuario. Objetivou-se avaliar a influéncia de Tithonia
diversifolia (TD), uma forrageira arbustiva (A4steracea), com potencial para a alimentagdo de
ruminantes ¢ mitigagdo de emissdes entéricas, nas emissdes de CHs COz, NoO, NH;3 e
parametros fermentativos de ovinos alimentados a base de farelo de soja, grao de milho e feno
de tifton 85. Primeiramente, avaliou-se in vitro a influéncia da inclusao de niveis crescentes de
TD (0,9, 27 e 45% base MS) em dietas 60:40 (volumoso:concentrado) substituindo unicamente
o volumoso, sobre a produg¢ado de gases e producdo de metano (CH4), degradabilidade da matéria
organica (OMD) sintese de biomassa microbiana e parametros fermentativos em cinco tempos
de incubacdo. Nao houve efeito significativo (P> 0,05) entre a inclusdo TD e a produgdo de
gases in vitro na maioria dos tempos de incubagdo; somente as 6h de incubacio, a produgdo de
gases tendeu a aumentar linearmente com a inclusdo de TD (p<0,05). Nao houve efeitos da
inclusao de TD na produgdo de CH4 (mL/gMOD). A DMO aumentou linearmente com a
inclusdo de TD as 6 ¢ 10 h. O TD45% foi mais degradavel do que a dieta controle a 6 h
unicamente. Houve uma regressao positiva (p<0,05) entre a inclusdo TD e o fator de particao
(FP). O TD45% apresentou valores de FP significativamente maiores do que o controle. A
biomassa microbiana (BM) também aumentou linearmente (p<0,05) com a inclusao. Avaliou-
se também a influéncia das dietas j& descritas sobre as emissdes de CHs CO2, N2O, NH3,
digestibilidade aparente, balango de nitrogénio e parametros fermentativos ruminais de ovinos
machos adultos. A inclusdo de TD ndo alterou as emissdes de gases pelos carneiros, nem o
consumo de MS, MO, PB ou FDN, mas o consumo de FDA aumentou com a maior inclusao
de TD. A digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA foi significativamente inferior nas dietas
com 27 e 45% de TD. Nao houve efeito significativo da TD sobre a digestibilidade da proteina,
o balanco do nitrogénio, nem na produgdo de Acidos graxos de cadeia curta. A concentragao
de nitrogénio amoniacal diminuiu com a inclusdo de TD e as concentragdes de isovalerato e
isobutirato aumentaram nos animais alimentados com o maior conteido de TD. Os resultados
deste estudo in vivo corroboraram alguns dos resultados obtidos in vitro, porém, o poder
preditivo a partir do experimento in vitro foi baixo. De maneira similar ao que foi encontrado
no experimento in vitro, nas condi¢des e propor¢des aqui avaliadas a inclusdo de TD nao teve
influéncia sobre as emissdes de CHa, CO», N2O e NHs. Entretanto, inclusdo da planta na dieta
de ovinos teve efeitos positivos sobre as dinamicas da degradagdo da proteina no rimen sem
efeitos relevantes sobre a excrecdo e emissao de nitrogénio.

Palavras-Chave:gases de efeito estufa, producao de gases in vitro, ovelhas



Abstract

The production of food of animal origin contributes with about 14.5% of the total
antropogenic greenhouse gas emissions; with enteric emissions and the production of
concentrated feed for animals representing 85% of the contribution within the sector. The use
of animal feed alternatives that do not compete for resources with human food are necessary
for the sustainability of the livestock sector. The objective was to evaluate the influence of
Tithonia diversifolia (TD), a shrub forage (Asteracea), with potential for feeding ruminants and
mitigating enteric emissions, on CHs CO2, N2O, NH3 emissions and fermentative parameters
of sheep fed of soybean meal, corn grain and tifton 85 hay. First, the in vitro influence of the
inclusion of increasing levels of TD (0, 9, 27 and 45% DM basis) in 60:40 diets (roughage:
concentrate) was evaluated on the in vitro gas production (IVGP), CHs production,
degradability of organic matter (OMD), microbial biomass synthesis (MB) and fermentative
parameters at five incubation times (2, 6, 10, 24 and 96 hours). There was no significant effect
(P>0.05) between TD inclusion and IVGP at most incubation times; only at 6h of incubation,
the IVGP increased linearly with the inclusion of TD (P<0.05). There were no effects of TD
inclusion on CH4 production (mL/gDOM). OMD increased linearly with the inclusion of TD at
6 and 10 h. The TD45% was more degradable than the control diet at 6 h alone. There was a
positive regression (p<0.05) between the TD inclusion and the partition factor. The TD45%
showed significantly higher PF values than the control. MB also increased linearly (P<0.05)
with the TD inclusion. The influence of the diets on in vivo CHs CO2, N>O, NH3 emissions,
apparent digestibility, nitrogen balance and ruminal fermentation parameters of adult male
sheep was also evaluated. The inclusion of TD did not influenceed the gas emissions by the
sheep, nor the intake of DM, MO, CP or NDF, nonetheless, the ADF intake increased (P<0.05)
with the TD inclusion. The digestibility of DM, OM, NDF and ADF was significantly lower
(P<0.05) in diets with 27 and 45% TD. There was no significant effect of TD on protein
digestibility, nitrogen balance, or on the production of short chain fatty acids. The concentration
of ammonia nitrogen decreased with the inclusion of TD and the concentrations of isovalerate
and isobutyrate increased in animals fed with the highest content of TD. The results of this in
vivo study corroborated some of the results obtained in vitro, however, the predictive power
from the in vitro experiment was low. Similar to what was found in the in vitro experiment, the
inclusion of TD had no influence on CH4, CO2, N2oO and NH3 emissions. However, inclusion
of the plant in the diet of sheep had positive effects on the dynamics of protein degradation in
the rumen without relevant effects on nitrogen excretion and emission.

Key-words: greenhouse gas emissions, in vitro gas production, sheep,
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1 INTRODUCAO

Os gases de efeito estufa

Os gases de efeito estufa (GEE) sdo aqueles que se encontram na atmosfera terrestre, e
tem a capacidade de absorver e refretir a radiacao infravermelha emitida pela superficie da terra.
Os principais gases de efeito estufa, devido a sua maior concentracao na atmosfera, sdo: o vapor
de agua (H20), o diéxido de carbono (CO2), o metano (CH4), o 6xido nitroso (N20) e 0 0zonio
(O3) (van Diemen, 2019). A presenca de GEE na atmosfera em concentragdes adequadas ¢é
necessaria para suportar a vida; eles evitam que o calor gerado pela radiagdo solar escape da
terra e permitem que a atmosfera se mantenha em uma temperatura adequada para o
desenvolvimento das atividades bioldgicas (IPCC, 1990; NASA, 2022). Porém, o acimulo
excesivo de GEE na atmosfera pode levar ao aumento na temperatura da terra ao longo prazo,
efeito este conhecido como aquecimento global. Além de alguns halocarbonos produzidos
inteiramente pelos humanos, a maioria dos GEE tem como origem fontes tanto naturais quanto
antropogénicas. Dentre as principais atividades humanas, com relevancia agropecudria, que
contribuem para a acumulacio de GEE na atmosfera merecem destaque a queima de
combustiveis fosseis para produzir energia ou calor, que emitem principalmente CO> e CHa.
Acrescenta-se as emissdes de CH4 produto da fermentagdo entérica, a producdo de arroz, a
producdo dos grandes reservatorios de dgua e as emissdes de NoO produto da fertilizacao
nitrogenada de cultivos e da nitrificagdo e desnitrificagdo do nitrogénio nas fezes e urina dos

animais (IPCC, 2019)

O impacto dos GEE no ambiente estd definido pelo seu potencial de aquecimento global
“Global Warming Potential” (GWP) que leva em conta tanto, a capacidade do gas de absorver
a radiacdo, quanto o tempo de vida do gas na atmosfera (IPCC, 2019). O GWP ¢ uma medida
relativa que compara o potencial do gas em questdo com a mesma quantidade de didxido de
carbono (com GWP =1). O metano tem um GWP 21 vezes maior do que o carbono para um
periodo de 100 anos e o oxido nitroso tem um GWP de 310. O GWP ¢ usado para converter os
volumes de gas emitido para equivalentes de dioxido de carbono (CO2e); uma medida comum
para medir os efeitos climaticos dos diferentes gases. Para uma determinada quantidade de
qualquer gas, o COze ¢ a quantidade de CO2 que aqueceria a terra tanto quanto o gas em questao

(IPCC, 2019).
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Por que é importante avaliar os GEE na pecuaria?

Um aumento de 4°C na temperatura média da terra, consequéncia da acumulacio
excessiva de GEE, poderia causar incrementos na frequéncia e intensidade de calores extremos,
precipitacdes fortes, secas, ciclones tropicais, assim como reducdes no gelo artico (IPCC,

2021).

As atividades agropecudrias emitem uma parte substancial dos GEE. No mundo, o setor
contribui com entre o 21 a 37 % do total de emissdes antropogénicas (Gerber et al., 2013;
Tilman & Clark, 2014). De 9 a 14% das emissOes totais sdo emitidas antes de chegar a
propriedade agricola, 5 a 14% das emissdes totais sdo atribuidas pelo uso e mudangas no uso
daterrae 5 a 10% das emissdes globais correspondem ao emitido do limite da propriedade para
fora, relacionado ao transporte e processamento dos produtos finais. Para dar um pouco de
perspectiva, no mundo, as emissdes provindas do setor energético estdo em torno ao 25%, a

industria emite 21%, o setor de transporte 14% e o setor de construcao 6,4% (IPCC, 2014).

A produgdo de alimento de origem animal contribui com cerca do 14,5% do total das
emissoes humanas; e as emissoes entéricas ¢ da produgdo ¢ manufatura do concentrado para os
animais representam o 85% da contribui¢do dentro do setor (Gerber et al., 2013; GLEAM,
2018; Herrero et al., 2016; Smith et al., 2013) Essa contribuicdo acarreta que a proteina animal
provinda dos ruminantes tenha uma intensidade de emissdao média particularmente alta, (250
kg de COze sao emitidos para produzir 1 kg de proteina de carne de ruminante) se a
compararmos com as emissoes necessarias para produzir 1 kg de proteina de origem vegetal
(20-30 kg CO2¢) ou de outros animais (55, 35 e 31 kg COze para suinos, frango de corte e
galinha de ovos, respectivamente) (Carlson et al., 2017; GLEAM, 2018; Poore e Nemecek,
2018).

Porém, no caso da proteina de origem animal, particularmente a de ruminante, existe
uma ampla brecha na intensidade de emissdo entre os produtores com as maiores (~389 kg
COse/kg proteina) e menores emissdes (~53 kg COze/kg proteina) (GLEAM, 2018); o que
evidéncia que € possivel produzir proteina animal de maneira eficiente e de baixo impacto

ambiental e revela que existe um grande potencial para melhorias dentro do setor.

Viarios autores tém estimado que as emissdes do setor pecuario reduziriam
ostensivamente, sem alterar a producao, se as praticas produtivas de 10% dos produtores com
as menores emissoes fossem implementadas para cada regido e sistema (Bajzelj et al., 2014;

Gerber et al., 2013; Poore e Nemecek, 2018). Entre as praticas identificadas como relevantes
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para reduzir o impacto ambiental dos sistemas de ruminantes; usar menos alimento destinado
aos humanos para alimentar animais, o aprimoramento das praticas de pastejo, e a introdugao
de forrageiras com sistemas radiculares profundos que permitam sequestrar carbono (Havlik et

al., 2014; Herrero et al., 2016) sao algumas selecionadas no presente estudo.

Por que avaliar novas plantas na alimentagdo de ruminantes?

Os ruminantes pastejam diversas forragens, podem comer feno, silagem e residuos
altamente fibrosos que nao sdo aptos para a alimenta¢ao humana; e mesmo assim, se estima que
0 214 milhdes de toneladas de grios sdo usadas para a alimentacdo de ruminantes por ano
(Mottet et al., 2017; Smith et al., 2013). A utilizagdo de alternativas de alimentagdo animal que
ndo compitam por recursos com a alimentacao humana € necessaria para a sustentabilidade do
setor. A introdugdo de forrageiras alternativas, a manipulacdo da dieta e o uso de aditivos tém
sido identificadas como algumas das principais alternativas para a mitigacdo do CHs de origem
entérico (Gerber et al., 2013; Herrero et al., 2016). Nao s6 por médio da agdo direta sobre a
redu¢do do metano entérico, mais também, por médios indiretos ao melhorar a eficiéncia
alimentar e a produtividade animal. Melhorar a digestibilidade do alimento através do uso de
residuos de cultivos e pela suplementacdo de dietas com arbustos forrageiros e arvores
localmente disponiveis, pode contribuir significativamente com a melhora do desempenho dos
animais e a redu¢do no uso de insumos externos, consequentemente, diminuindo a intensidade

de emissdo dos produtos finais (Gerber et al., 2013; Herrero et al., 2016).

Porque utilizar Tithonia diversifolia?

Tithonia diversifolia (TD) ¢ uma planta (4Asteracea) arbustiva com alto potencial para a
alimenta¢do de ruminantes. J& ¢ usada de maneira rotineira em alguns paises como Colombia,
Cuba e México e os seus efeitos positivos no desempenho animal ja tém sido reportados
(Mahecha et al., 2008; Pazla et al., 2021; Ribeiro et al., 2015; Rivera et al., 2016). E uma
forrageira com uma ampla distribui¢do mundial e cresce de maneira natural no Brasil, € pouco
exigente em fertilidade de solos, e tem sido reportada sua capacidade para se desenvolver em
solos &cidos, acumular nutrientes, disponibilizar fésforo, reduzir o aluminio do solo e aumentar
o seu pH (Adesodun et al., 2010; Cong & Merckx, 2005; Ojeniyi et al., 2012; Olivares et al.,
2002).
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Virios autores tém reportado o potencial forrageiro da TD, (Mahecha & Rosales, 2005;
Mauricio et al., 2017; Rivera et al., 2016) devido ao seu valor nutricional, sua alta
degradabilidade in vitro e sua influéncia no consumo de matéria seca. Assim como seu potencial
para influir nas emissdes de metano entéricas apesar de resultados contraditorios (Cardona-
Iglesias et al., 2019; Galindo et al., 2011; Ribeiro et al., 2016; Rivera et al., 2021; Terry et al.,
2016).

Assim, a utilizagdo de Tithonia diversifolia como fonte principal de forragem ou mesmo
de forma suplementar para ruminantes apresenta grande potencial para ajudar na mitigacao do
impacto ambiental do setor. Poucas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no Brasil com a
utilizagdo de Tithonia diversifolia nas emissdes de metano entérico de ruminantes.
Principalmente, avaliando a influéncia desta nas emissdes de CO2, NH3 e N2O de origem animal
com o intuito de criar novas alternativas alimentares que promovam o equilibrio entre a

producdo de ruminantes e o ambiente.

1.1  Hipoteses

A presenca de TD em dietas de ovinos tem potencial para diminuir as emissdes de CHa,
N20 e NHj3 de origem animal. A presenca de TD no rimen pode reduzir a producdo de metano
ruminal de maneira indireta, modificando as populagdes de microrganismos em favor de
bactérias que utilizam rotas metabolicas onde a producdo de acetato e butirato seja menor e

consequentemente a produ¢do de CO; e CHs4 também.

Acrescenta-se que a presenga de TD no rimen também pode mitigar de maneira direta
a producdo de metano devido ao conteudo de fenois que reduziriam a presenca de protozoarios

€ consequentemente micro-organismos metanogénicos associados.

De maneira similar, a presen¢a de TD no rimen pode modificar as dinamicas ruminais
em favor de um uso mais eficiente do nitrogénio ruminal, reduzindo as perdas nas fezes e urina

diminuindo assim as emissdes de NH3 e, por conseguinte, de N2O.

1.2  Objetivos
Avaliar o impacto da inclusdo de Tithonia diversifolia em dietas de ovinos sobre as

emissoes de GEE e sobre a dinamica de fermentagao ruminal.
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1.3  Objetivos especificos
e Avaliar a influéncia da inclusdo de TD na producdo de gases, producdo de metano,
degradabilidade verdadeira e pardmetros fermentativos in vitro.
e Estimar a produ¢do de CO2, CH4, N2O, e NH3 in vivo de ovinos alocados em camaras
de respiragao.
e Avaliar a influéncia da inclusdo de TD na digestibilidade aparente de ovinos.
e Avaliar a influéncia da inclusdo de TD nos parametros fermentativos de ovinos (AGCC,

N-NH3 e protozoarios).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Gases de efeito estufa na pecuaria

A maior parte dos gases de efeito estufa (GEE) emitidos na pecuaria tem com
origem quatro fontes principais (Gerber et al., 2013): fermentacdo entérica, esterco,

producao de alimentos e uso/consumo de energia.

No caso da fermentacdo entérica, o principal gas emitido ¢ metano (CHa),
subproduto da fermentagao dos carboidratos no raimen. Herrero et al. (2016) estimam que
as emissdes de CH4 entérico representam o 39,1% do setor pecudrio, entre 1,1 e 2,7
GtCOze. As emissoes entéricas sao a maior fonte de emissao pelos bovinos, representando
0 46 e 43% das emissdes totais da cadeia de suprimentos na bovinocultura de leite e de
carne, respectivamente (Gerber ef al., 2013). Segundo o IPCC (2019a) para as condi¢des
regionais de América Latina, os fatores de emissdo de CH4 entérico para bovinos estdo
entre 55 e 103 kg de CH4 por cabeca por ano sem diferenciar sistemas de leite ou carne
de alta ou baixa produtividade e os fatores de emissdo entérica para caprinos € ovinos

variam de 5 a 9 kg de CH4 por cabeca por ano.

No caso do esterco, os gases emitidos durante as diversas formas de utilizagdo sao
0 CHj4 e 6xido nitroso (N2O); o primeiro provém da decomposi¢ao anaerdbica da matéria
organica e o segundo do nitrogénio presente no esterco e na urina (Gerber et al., 2013;
IPCC, 2019c). Herrero et al. (2016) estimaram que as emissdes de CH4 provindo do
esterco estdao em torno de 0,2 a 0,4 GtCO2e ao ano e as emissoes de N>O da mesma fonte
entre 0,2 ¢ 0,5 GtCO2e ao ano, isto representa entre o 7,1 a 12% das emissoes do setor
pecudrio. Segundo estimativas do (IPCC, 2019a), para cada kg de matéria seca de esterco
depositadas no solo podem ser emitidos entorno a 0,49 kg de CHy; e para cada kg de
nitrogénio de fezes e urina de ovelha depositado no solo, sdo emitidos entre 0,4 ¢ 3,9 g

de N2O na atmosfera.

Os gases emitidos pela producdo de alimentos para ruminantes podem ser CO: e
N20; as emissdes de CO; se originam da expansdo dos cultivos e/ou das pastagens sob
areas naturais (ex. desmatamento), e do uso dos combustiveis fosseis para a fabricagao,
processamento e transporte de fertilizantes e alimento até a propriedade. As emissdes de
N20 sdo produto do uso dos fertilizantes (sintéticos ou organicos) na producao de
alimento e da deposi¢do direta do esterco e nas pastagens ou durante sua aplicagdo nos
cultivos agricolas. O GLEAM (2018) estimou que no processo de produgdo de alimentos

para animais sdo emitidos aproximadamente 3,18 GtCO,e (Tabela 2.1). Quer dizer que
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aproximadamente o 45% das emissoes do setor vem da producdo de alimento para os
animais. Nessa categoria, a produgdo de alimento para bovinos contribui com um pouco
mais da metade das emissdes (53,5%), seguido pelo alimento para a producao de aves
com 19%, os suinos com 15%, bufalos com 6,3 % e ovelhas e cabras com 5,4%. Para
todas as espécies ruminantes a maior contribui¢do ¢ aportada pelas emissdes de N>O
provindas da fertilizagao e deposi¢do de estrume (32%), ja para os ndo ruminantes a maior
contribui¢do ¢ feita pelo CO2 emitido ao longo do processo de producdo dos alimentos

(45%) (transporte, lavoura, processamento do alimento, fabricacdo de fertilizantes).

Por ultimo, as emissdes produto do uso de energia, ocorrem ao longo da cadeia de
suprimento, emitindo CO.. A producdo de fertilizantes e o uso de maquinas no manejo,
colheita, processamento e transporte das culturas sdo os principiais fatores nessa fonte.
Também ¢ consumida energia no local de produ¢do animal tanto diretamente durante as
operagdes mecanizadas ou indiretamente na construcao de estruturas e utilizagdo de
equipamento. Porém, as emissdes de CO; oriundas dessas ultimas sdo consideradas
insignificantes na pecudria de corte e muito baixas na pecudria de leite (8%). As emissoes
oriundas do transporte e consumo de energia durante o processamento dos produtos da
propriedade também sdo consideradas nessa categoria (Gerber ef al., 2013). Herrero et al.
(2016) estimaram que o CO; emitido na geragdo e uso da energia da producdo animal no
mundo, estdo ao redor de 0,13 GtCOze, e as emissoes de CO2 provindas do processamento

e transporte para fora da propriedade, entorno a 0,023 GtCOze.
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Tabela 2.1. Emissdes de gases de efeito estufa provindas da producdo do alimento para o setor pecudrio e contribuicao de cada fonte de emissao

dentro de cada espécie.

Fontes de emissao de GEE

MUT*:
- . ~ Proporc¢ao
*e
Especie Animal ACO; Bep,  Tertilizante, Esterco, N2O MUT?*: Soja e - expansdo Total dentro das
N20 Palma, CO2 pastagem (GtCO2¢q) . . D
CO, espécies
Bovinos 20,8% 10,2% 43,6% 2,8% 22,7% 1,70 53,5%
Bufalos 39,3% 25,5% 34,2% 1,0% 0,20 6,4%
Ovinos 21,5% 11,0% 67,1% 0,5% 0,11 3,5%
Caprinos 33,3% 15,9% 50,6% 0,2% 0,06 2,0%
Suinos 47,1% 7,0% 20,6% 7,1% 18,1% 0,49 15,3%
Aves 43,4% 0,6% 18,4% 10,6% 27,1% 0,61 19,2%
Total (GtCO2eq) 0,97 0,04 0,46 1,02 0,30 0,39 3,18
Proporg¢ao dentro das o o o o
30,6% 1,2% 14,5% 32,0% 9,5% 12,2%

fontes ©

*MUT: Mudangas no uso da terra.

A: Emissdes de CO, produto do combustivel e uso de energia elétrica durante o processo de producdo e manufatura do alimento.

B: Emissdes de CH4 produto do uso de arroz como insumo para alimentagdo de monogastricos.
€. Contribuigdo das fontes para o total das emissdes da produgdo de alimento

D: Contribuigdo das espécies para o total das emissdes da produgio de alimento

Dados obtidos em GLEAM (2018)
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2.2 Metano de origem entérica

De maneira geral a producao de CH4 no rimen poderia ser considerada como um
subproduto da degradagdo anaerobia dos carboidratos por parte dos microrganismos ali
presentes, que utilizam como fonte de substrato os produtos da fermentagdo de outros
microrganismos. De maneira mais especifica, a metanogénesis no rimen ¢ considerada
como um sumidouro de hidrogénio, o qual em excesso contribui com a acidificagao do
médio ¢ altera a eficiéncia das dindmicas ruminais (Church, 1979). A sintese de metano
contribui para a eficiéncia do sistema ruminal na medida em que evita aumentos na
pressao parcial de H> a niveis que podem inibir o funcionamento normal de enzimas
microbianas envolvidas em reacdes de transferéncia de elétrons e reduzir

significativamente a fermentacao ruminal (Morgavi et al., 2010).

A metanogénesis ruminal se da por trés rotas principais: (1) a rota
hidrogenotropica, (2) a metilotropica e (3) e a acetoclastica. Dependendo da rota utilizada
os organismos metanogénicos do ramen podem utilizar CO,, H», 4cido metanoico,
compostos metilados e/ou acetato para a sintese de metano (Huws et al., 2018; Morgavi

et al., 2010; Singh et al., 2019).

Os organismos que utilizam a rota hidrogenotropica usam principalmente
hidrogénio para reduzir o CO2 em CHys, € existe consenso em que essa via representa a
fonte da maior parte do metano produzido no rimen (Greening ef al., 2019; Huws et al.,
2018; Morgavi et al., 2010; Singh et al., 2019). O uso de acido metandico em lugar de
hidrogénio como substrato doador de elétrons também foi descrito em organismos
hidrogenotropicos, e pode contribuir com o 18% do metano produzido no rumen
(Hungate, 1975). Os substratos usados pelos hidrogenotropos tém origem na degradagao
dos carboidratos, proteinas e outros polimeros organicos em mondmeros que
posteriormente sdo convertidos em AGV, COz e Hz por fermentadores primarios e
secundarios. Os metandgenos estdo na base dessa cadeia trofica e usam os produtos finais
dessa fermentagao como substratos (Morgavi et al., 2010). Methanobrevibacter ¢ um dos
microrganismos hidrogenotropicos mais comuns, outros géneros sao Methanosphaera,

Methanimicrococcus e Methanobacterium (Greening et al., 2019; Hook et al., 2010).

A rota metilotropica usa compostos metilados como substrato para a produgado de
CHa, isto ¢, metilaminas e metanol, ambos produtos da degradacao da parede celular, e ¢
considerada a segunda rota metanogénica de importancia no ramen (Hook et al., 2010;

Morgavi et al., 2010). As metilaminas (mono-, di- e tri-metilaminas) usadas como
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substrato para a produ¢ao de metano pelos organismos metilotropicos sao o produto final
da degradagdo da fosfatidilcolina (Kelly et al., 2019), um fosfolipidio de membrana

componente da lecitina vegetal.

Por outro lado, o metanol, ¢ considerado um produto da demetoxilagao das
pectinas. A pectina, um heteropolisacarideo da membrana celular vegetal, possui um
radical metil na sua estrutura quimica, o qual, via acdo enzimdtica de pectina metil
esterase (PME) e pectina liase (PL) pode ser degradado até metanol no rimen (Kelly et
al.,2019). Alguns organismos metilotropicos sao Methanosarcinales, Methanosphaera e
Methanomassiliicoccaceae (Hook et al., 2010; Kelly et al., 2019). Morgavi et al. (2010)
comentaram que a contribui¢do desses microrganismos para a producdo de metano é
provavelmente baixa dado que ndo sdo membros predominantes da populagdo
metanogénica; € ¢ uma rota que parece ser mais ativa em ruminantes novos do que em

animais maduros (Huws et al., 2018).

A rota acetoclastica utiliza o acetato, produto da fermentacdo dos carboidratos,
como substrato para a produgdo de metano, e ¢ uma via que parece estar limitada aos
metanogénicos da ordem Methanosarcina (Huws et al., 2018; Morgavi et al., 2010).
Porém, estudos in vivo com acetato radio-marcado indicaram que a rota acetoclastica nao
¢ muito relevante na produ¢do de metano ruminal e estudos in vitro mostraram que
Methanosarcina tinha lento crescimento, o que sugere que em condi¢does de taxa de

passagem normais Methanosarcina ndo sobreviria (Morgavi ef al., 2010).

Apesar do grande impacto no ambiente, a metanogénesis ruminal tem também
grande relevancia na eliminacdo do H: fermentativo do rumen, e dado que a sua
acumulagdo pode inibir o metabolismo dos microrganismos, € importante tomar cuidado
com as metodologias utilizadas para reduzir a produ¢do de metano no rumen;
particularmente com aquelas que reduzem as populacdes de metanogénicos, pois na sua
auséncia deve ser fornecida outra via para o descarte do excesso de hidrogénio (Greening
et al.,2019; Huws et al., 2018; Morgavi et al., 2010). Atengao deveria ser dada a alguns
microrganismos como Eubacterium, Blautia, e Acetitomaculum os quais também utilizam
H> como substrato, mas diferentemente dos metanogénicos, produzem acetato como
produto final. A promocdo da sua presencia no rumen tem sido sugerida como uma
estratégia interessante para lidar como o hidrogénio em situagdes onde a presencia de

metanogénicos tem sido inibida (Greening et al., 2019).
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2.3 Degradaciao do metano entérico na atmosfera
Uma vez fora do raimen, na atmosfera, o metano tem um potencial de aquecimento
global (GWP2) de 84 IPCC (2013) isto quer dizer que, em um periodo de 20 anos o

metano captura 84 vezes mais calor por unidade de massa do que o didéxido de carbono.

O CHg4 ¢ predominantemente destruido na troposfera durante reagdes de oxidacao,
iniciadas pelo radical hidroxila (OH) ali presente, produzindo como subprodutos,
formaldeido, CO> e HoO (Wahlen, 1993). A oxidacdo troposférica representa o maior
sumidouro de metano do planeta e o processo leva entorno de 8 a 12 anos, ou 12,4 anos
de vida média IPCC (2013). Assim, o metano tem um grande efeito no aquecimento
global, mas por um periodo relativamente curto quando comparado com a vida média do
N20 (121 anos) (IPCC, 2013) ou do CO> que pode permanecer na atmosfera por periodos
de entre 30 até milhares de anos (Archer et al., 2009).

Vale a pena mencionar que o método de GWP estd sendo desafiado por alguns
autores que mencionam que esta estimativa superestima os impactos climaticos do
metano dado que este € um poluente climatico de vida curta (SLCP) (Lynch et al., 2020).
Assim Liu et al. (2021) mencionam que tem sido proposto o método alternativo de GWP*
(GWP Estrela) como uma nova forma de aplicar o GWP aos poluentes de vida curta como
o metano. O GWP* entdo considera os efeitos climaticos causados pelas emissoes atuais
de metano 4 vezes mais altos do que o GWP normal, porém, considera que a maior parte
do metano produzido 20 anos atréds ja tém sido removido (Liu et al., 2021). Liu et al.
(2021) também mencionaram que dado que o metano ¢ um SLCP os impactos da
diminui¢do da sua contribui¢do com o aquecimento global sdo evidentes mais rapido do
que os outros GEE e atingir a neutralidade de emissao de CHj4 seria possivel daqui a 20

anos se as emissoes reduzissem 3% por ano.

2.4  Oxido nitroso na excreta bovina

As emissdes de N>O provindas de ruminantes sao produto principalmente da
conversao do nitrogénio organico, presente nas fezes € na urina, em amoénia (NH3z) e em
N20. A conversdo ¢ influenciada por fatores abidticos como temperatura, aeracao € a

umidade do solo (Rivera & Chara, 2021).

Existem trés passos bem definidos no processo de formagdo de N»>O a partir do

nitrogénio fecal e urinario: (1) mineralizagdo, (2) nitrificacdo e (3) desnitrificacao (Cai et
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al.,2017). A maior parte deste nitrogénio estd na sua forma organica, e antes de ser usada
pelas plantas e microrganismos do solo, deve passar pelo processo de mineralizagdo, que
converte o N organico nas suas formas inorganicas, principalmente através de processos
de amonificagdo (formando aménio, NH4") (Cai et al., 2017; J. E. Rivera & Char4, 2021).
A taxa de formagao de amonio a partir da urina ¢ maior do que aquela das fezes devido a
que o nitrogénio nas fezes se encontra em niveis mais estaveis, € a que a urina se integra

mais rapidamente no solo do que as fezes (Dong et al., 2014).

Jano solo, o processo de nitrificagio se da quando o nitrogénio em forma de NH4"
¢ oxidado a nitrito (NO7") e posteriormente a nitrato (NO3") produzindo N>O como
subproduto. A nitrificagdo ¢ um processo mediado por Archeas e bactérias que atuam nos
processos de oxidacdo da amonia e o nitrito. O nitrato (NO3") é posteriormente reduzido
em nitrito (NO2"), mondxido de nitrogénio (NO), oxido nitroso (N20) e gas de nitrogénio
(N2) durante o processo de desnitrificacdo (Cai et al., 2017). O processo de desnitrificagcdo
ocorre em condi¢cdes onde o oxigénio ¢ escasso, € os microrganismos desnitrificantes
utilizam NO3™ na respiragdo, usando carbono organico como fonte de energia. Devido a
isto, a deposicao de urina no solo tem um impacto maior na produ¢do de N>O, dado que
incrementa o processo de desnitrificagao devido ao aumento no contetido de umidade,
limitando a difusdo do oxigénio e disponibilizando mais NO3™ e carbono labil (Cai et al.,

2017; Rivera e Chara, 2021).

2.5  Degradacio do oxido nitroso na atmosfera

A maior parte do 6xido nitroso atmosférico ¢ destruida pela reagdo com a luz e o
oxigénio na estratosfera, nesse processo € convertido em N2, NO e O que posteriormente
podem ser captados pelas plantas, bactérias e depositado no solo (Vieira, 2017). A quebra
das moléculas de 6xido nitroso dessa forma resulta em uma vida média atmosférica de
cerca de 121 anos (IPCC, 2013). O ¢6xido nitroso ¢ o terceiro GEE mais abundante e
apesar de sua baixa concentragdo na atmosfera em comparagao com CHs e CO», 0 N,O
tem um efeito significativo no aquecimento global, pois tem 265 vezes maior potencial

de aquecimento global do que o CO> (IPCC, 2013).
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2.6  Nitrogénio nas fezes e urina

As principais areas em que ocorrem perdas de nitrogénio em ruminantes incluem
a excre¢do urindria de ureia sintetizada a partir da amoénia que escapou do ramen, a
proteina microbiana verdadeira ndo digerida excretada nas fezes, os acidos nucléicos
microbianos sintetizados no rimen e excretados principalmente na urina, e excregao fecal

e urindria resultante de secre¢des endogenas (Dijkstra et al., 2013).

Os ruminantes sdo conversores fracos de nitrogénio, porque apenas 5-30% do
nitrogénio ingerido ¢ absorvido pelo animal e os 70-95% restantes sdo excretados pelas
fezes e urina (de Azevedo et al., 2021; Rivera & Chara, 2021). Portanto, as cargas de
nitrogénio nas excretas dos animais, muitas vezes excedem as demandas das plantas e sdo
vulneraveis a perdas por meio de emissdes gasosas e lixiviagdo (Rivera & Chara, 2021).
Assim, animais alimentados com dietas com um conteudo relativamente alto de N ou com
uma relacdo energia / N desequilibrada podem ter perdas de nitrogénio na urina e nas
fezes de até 80% da ingestdo de nitrogénio (Azevedo ef al., 2021). Reduzir a produgado de
nitrogénio nas excretas dos ruminantes ¢ fundamental para reduzir a volatilizacdo de NH3
e a emissdo de N>O e alcancar uma produgdo ambientalmente sustentavel (Dijkstra ef al.,
2013; Kozloski et al., 2014; Rivera e Chara, 2021). Isto, somado ao fato de que a maior
retencdo de N da dieta pode contribuir para melhorar o desempenho produtivo do animal,
representa uma vantagem significativa da melhoria na eficiéncia do nitrogénio consumido
pelo animal. Durango et al. (2021) e de Azevedo et al., (2021) reportaram melhoras na
retencdo de nitrogénio associado a incrementos no consumo de matéria seca € Durango
et al. (2021) atestaram que a inclusdo de leguminosas na dieta de ruminantes pode ter
resultados positivos em termos de atividade microbiana e produtos finais da fermentacao,
0 que pode contribuir para a melhoria do fluxo de nitrogénio nos ruminantes. Dijkstra et
al. (2013) concluiram que estratégias alimentares para reduzir as perdas de nitrogénio
deveriam estar focadas no fornecimento de nitrogénio degradavel no rimen e na

eficiéncia da utilizagdo dos aminoacidos absorvidos.

2.7  Métodos para a mensuracio de gases de efeito estufa em ruminantes

Dados os compromissos internacionais para reduzir as emissdes, o conhecimento
sobre os métodos usados na quantificagdo de gases de efeito estufa ¢ relevante. Diferentes
métodos de quantificacdo de emissdes existem, todos com diferentes condi¢des de

aplicacdo. Tanto métodos in vivo quanto in vitro podem ser usados para quantificar, ou
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estimar, as emissdes de metano pelos ruminantes. E importante conhecer as vantagens e
desvantagens deles para entender as limitagcdes de cada técnica e a sua influéncia na

interpretagdo dos resultados.

2.7.1 Métodos in vitro
E caro usar e manter animais para propositos cientificos, assim, as técnicas in vitro
sdo usadas frequentemente para explorar potenciais estratégias de mitigacdo de metano e

também para o ranqueamento de estratégias de manejo (Getachew et al., 1998; Makkar,

2004).

Na técnica in vitro, as ragdes estdo sujeitas a diferentes tratamentos e sdo
incubadas a 39°C com uma mistura de fluido ruminal e solu¢do tamponante por um
periodo determinado de tempo, usualmente 24, 48, 72, 96, ou 144 horas (Getachew et al.,
1998). A quantidade dos gases produzidos durante a incubacdo ¢ mensurada e a sua
composicdo analisada para obter dados sobre a produgdo in vitro de metano ou CO;
(Storm et al., 2012). As técnicas in vitro sdo muito Uteis, como primeira abordagem para
testar alimentos e aditivos potenciais ou quando sdo necessarias condi¢des de incubagdo
controladas (Hill ez al., 2016). Os resultados dos estudos in vitro podem entdo ser usados
para otimizar experimentos maiores € mais caros com animais. Dentre as desvantagens
das técnicas in vitro ¢ que elas apenas simulam a fermentag¢do ruminal da ragdo, ndo as
emissoes e digestibilidade por todo o animal (Storm et al., 2012) e apesar de que existem
técnicas como RUSITEC (Czerkawski & Breckenridge, 1977); onde € possivel manter
uma comunidade microbiana ruminal normal por periodos estendidos de tempo (+10 dias)
(Makkar, 2004), alguns autores mencionam que em condigdes normais, as técnicas in
vitro nao incluem a adaptacdo dos microrganismos ruminais aos alimentos testados a

longo prazo (Hill et al., 2016; Storm et al., 2012).

2.7.2 Métodos in vivo

Os estudos in vivo envolvem medicao de metano em condi¢des de biotério ou de
producao, usualmente os animais ou somente a cabega deles sdo fechados em camaras de
respiracdo, onde os gases que sdo emitidos podem ser colhidos e analisados, ou as

emissdes de areas maiores onde os animais estdo presentes sao mensuradas utilizando
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equipamentos de espectroscopia a laser ¢ métodos micro-meteorologicos (Makkar &

Vercoe, 2007).

2.7.3 Uso de camaras respirométricas

O principio de funcionamento das camaras respirométricas e coletar todo ou parte
do gés produzido pelo animal para depois medir a concentragdo de metano ou de outros
gases (dependendo do analisador de gases). As emissodes sdo calculadas a partir do fluxo
e a concentragdo do ar e da concentragdo do gas dentro da camara (Hill ez al., 2016;
Makkar & Vercoe, 2007; Storm et al., 2012). Com este método ¢ possivel realizar
avaliagdes ao longo do dia para obter variacdes circadianas. A alteracdo no
comportamento normal do animal (e o consumo de alimento) e o curto tempo de avaliagdo
sdo as maiores desvantagens (Hill ef al, 2016; Makkar e Vercoe, 2007; Storm et al.,

2012).

2.7.4 Emprego de elementos ou substiancias tracadoras

O método dos gases tragadores permite reduzir as alteragdes no comportamento
animal produto do confinamento em camaras, dado que o animal pode ser avaliado
enquanto pasteja livremente (Makkar & Vercoe, 2007) e segundo recentes estudos, as
emissdes ndo sao influenciadas pelas condi¢des climaticas e os equipamentos ndo alteram
o comportamento dos animais (Moate et al., 2021; Pereira et al., 2021). O principio do
método € que a emissdo de metano pode ser calculada se a taxa de emissdo de um gas
tragador, desde o rumen ¢é conhecida. Assim, a técnica utiliza usualmente SF6
(Hexafluoreto de enxofre) como gés tracador acondicionado em capsulas permeaveis
depositadas no ramen do animal. O animal ¢ equipado com cangas e tubos coletores que
amostram o gas a uma taxa fixa. No final, os gases coletados sdo analisados por
cromatografia e a propor¢ao de CH4/SF6 permite saber a emissao de metano (Makkar &
Vercoe, 2007). E uma técnica acurada, mas menos precisa do que as cimaras de
respiracao (della Rosa et al., 2021; Storm et al., 2012) e usa SF6 que € um potente gas de
efeito estufa (Hill ez al., 2016).



30

2.7.5 Método Greenfeed®

Nessse método os animais entram em um sistema de alimentacdo automatico que
os reconhece e mensura as emissdes de CO> e CHs enquanto se alimentam. E um
procedimento portatil que ndo restringe o movimento do animal e permite avaliar os
padrdes de emissao ao longo do dia. Porém, as mensuragdes sao imprecisas se 0s animais

permanecem menos de trés minutos no cocho e se as visitas sao infrequentes (della Rosa

etal.,2021; Hill et al., 2016; Storm et al., 2012).

2.7.6 Medicoes a campo aberto

A medicdo de emissdes usando modelos micro meteorologicos sdo usadas para
estimar as emissoes em areas abertas e de um grande grupo de animais (>30 cab/ha) em
condi¢des de pastejo sem influenciar o seu comportamento (Hill et al., 2016). A
metodologia ¢ baseada em medi¢des de vento, temperatura, € concentragdo dos gases para
estimar as emissoes usando modelos como Eddy Covariance, Langrangian Stochastic,
Balango de Massas e Gradientes de Fluxo (Hill et al., 2016; Storm et al., 2012). As
desvantagens da técnica sdo a susceptibilidade a influéncia das condi¢des microclimaticas
(direcdo do vento, temperatura, pressao, chuva) (Hill et al., 2016), e o registro de emissdes
indesejaveis que ndo tem como origem o animal (solo, transportes, edificagdes) (Storm et

al., 2012).

2.8  Relevancia da biomassa vegetal na nutri¢ao de ruminantes

Em um mundo onde 768 milhdes de pessoas sofrem de desnutricdo (FAO et al.,
2021) a sustentabilidade da produgdo pecudria ¢ uma necessidade. A pecudria fornece 58
milhdes de toneladas de proteina comestivel (Smith et al., 2013) e os ruminantes,
particularmente, podem consumir materiais fibrosos que ndo sdo comestiveis pelos
humanos, converté-los em proteina de alta qualidade e podem fazé-lo em areas marginais
onde as condigdes agroecologicas ndo permitem a realizagdo de outras atividades

agricolas (Gerber et al., 2015; Mottet et al., 2017).

Entretanto, apesar de que 0 95% da dieta dos ruminantes no mundo esta composta
por coprodutos, residuos e principalmente pastagens (Mottet et al., 2017); por ano, 242
milhdes de toneladas de alimento potencialmente consumivel por humanos sao usados

para a alimenta¢do de ruminantes (Mottet ef al., 2017). Somado a isso, praticas de manejo
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de pastagem inadequadas e sobrepastoreio contribuem para a degradagao dos solos, perda
de biodiversidade (Gerber et al., 2015) e a expansdo da pecudria para as florestas (Feltran-

Barbieri & Féres, 2021).

Feltran-Barbieri & Féres (2021) concluiram que a degradagdo das pastagens esta
altamente correlacionada com a baixa produtividade da pecuaria brasileira e Strassburg
et al. (2014) estimaram que o Brasil estava deixando de produzir em torno de 70% do seu
potencial produtivo e que com a implantagdo de melhores espécies de pastagens, a
introducao de sistemas mistos (pecuaria e lavouras) e melhorias na produtividade da
pecuaria, seria possivel atender a demanda por alimentos em um cendrio onde nao haveria
necessidade de expansdo da fronteira pecudria em direcao as florestas (Soares Filho et al.,

2011; Strassburg et al., 2014)

Consequentemente, a intensificagdo produtiva sustentavel tem sido descrita como
uma das estratégias mais promissoras para aumentar a eficiéncia dos sistemas pecuarios,
reduzir os seus impactos ambientais sem ameacar a seguranga alimentar ou alterar os
padrdes culturais (Herrero et al., 2016). Nesse contexto, os sistemas silvipastoris (SSP),
e a utilizagdo de forragens leguminosas e / ou arbustivas para complementar os sistemas
de alimentacdo a pasto sdo considerados uma alternativa sustentavel de intensificacao
produtiva (Mauricio et al., 2019; Montagnini et al., 2013; Murgueitio et al., 2015). Os
SSP permitem aumentar a quantidade de biomassa por unidade de area e fornecer outros
servigos ecossistémicos e biologicos (Chara et al., 2017; Murgueitio et al., 2011). E
apesar de ter sido descritas algumas dificuldades para seu estabelecimento no Brasil
(Pérez-Marquez et al., 2021), também sdo reconhecidos pela FAO como alternativas

sustentaveis para reduzir o impacto ambiental da producao animal (GASL, 2018).

Segundo Murgueitio ef al. (2011) alguns dos sistemas silvipastoris mais comuns
em todo o mundo sdo: arvores dispersas em piquetes, sucessdo manejada de plantas,
cercas vivas, quebra-ventos, bancos de arvores forrageiras, sistemas de corte e acarreio,
plantacdes de arvores com gado pastando, pastagens entre becos de arvores e sistemas

com arbustos em altas densidades (sistemas silvipastoris intensivos (SSP1)).

Os SSPi (Chara et al., 2017), sdo arranjos agroflorestais onde arvores e pastagens
altamente produtivas sdo combinadas com arbustos forrageiros em altas densidades (>
10.000 plantas / ha) para pastejo direto (Murgueitio et al., 2011). Os SSPi sdao um dos
exemplos mais produtivos de sistemas silvipastoris, presentes em paises como Colombia,

Meéxico, Cuba, Panama e Australia (Calle et al., 2013), e Tithonia diversifolia e Leucaena



32

leucocephala sao as espécies mais comuns usadas em este tipo de sistemas (Chara et al.,

2017).

2.8.1 Tithonia diversifolia

A Tithonia diversifolia (TD), também conhecida como Margaridao, Falso Girasol,
Girasol Mexicano e Botdo de Ouro, ¢ uma planta arbustiva da familia Asteraceae,
originaria da América Central, distribuida pela maior parte do continente americano
(Pérez et al., 2009) assim como na Africa (Ademiluyi e Omotoso, 2007) e na Asia (Cong
e Merckx, 2005).

A TD pertence a divisao: Sphermatophyta, Classe: Dicotiledoneae, Subclasse:
Metaclamideas, ordem: Campanuladas, Familia: Asteraceae, Género: Tithonia e

Espécie: Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray.

Nash & Williams (1974) a descreveram como uma planta herbacea de 1,5 a 4 m,
com ramos fortes e folhas alternadas pecioladas variando de 7 a 20 cm de comprimento
e com 4 a 20 cm de largura. Apresentando de 3 a 5 l6bulos profundos cuneados até
subtruncarem na base, decorrentes em sua maioria da base do peciolo, bordas serradas,
pedunculos de 4,0 a 20,0 cm de comprimento, ligulas amarelas e alaranjadas de 3,0 a 6,0
cm de comprimento e corolas amarelas de 8,0 mm de comprimento. Sua inflorescéncia

se apresenta em capitulos amarelos.

Em relagdo a sua adaptagdo, a TD pode ser encontrada em uma ampla variacao de
altitudes, desde o nivel do mar até 2.700 metros (Murgueitio ef al., 2011). A planta cresce
em diferentes condi¢des agroecoldgicas com precipitagdes entre os 800 até os 5.000 mm
e em diferentes tipos de solo tolerando condig¢des de acidez e baixa fertilidade (Rios,
1998). Essa adaptabilidade e sua ampla distribuicdo tem permitido que seja usada em
diferentes paises e para diferentes funcdes. Tém sido avaliadas a suas propriedades
farmacoldgicas (Mabou Tagne ef al., 2018), medicinais (Ojo ef al., 2018), seu potencial
como inseticida (Green et al., 2017), como biocombustivel (Dahunsi ef al., 2017) e pelos
seus efeitos positivos para o solo sob a disponibilidade de matéria organica (Ojeniyi et
al., 2012), ciclagem de fosforo (Phiri ef al., 2001) incremento do pH (Cong & Merckx,
2005), diminui¢ao do aluminio, chumbo ¢ zinco e acumula-los na raizes (Adesodun et al.,

2010; Olivares et al., 2002).

Na nutri¢do de ruminantes a TD chama aten¢do como fonte de biomassa verde (R.

Mauricio et al., 2014), mas também tem sido estudado o seu potencial para reduzir as
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emissoes de metano (Ribeiro et al., 2016) e o seu efeito na defaunagdo ruminal (Galindo
etal.,2011). A producdo de biomassa ¢ dependente da densidade e interagao de arbustos,
forragens e até mesmo arvores na pastagem, além, da quantidade de horas luz disponivesis,
o estado vegetativo, e a qualidade do solo (Rivera et al., 2021). A variabilidade, produto
de esses fatores, pode ser identificada na literatura que reporta valores heterogéneos na
producdo de matéria seca por hectare. Rutunga et al. (1999) reportaram valores de 11
t/MS/ha/ano, utilizando distancias entre plantas de 0,5 m x 0,5 m (40.000 plantas/ha), J4,
Sao et al. (2010) reportaram quantidades de 25 t/MS/ha/ano (densidades nao reportadas),
Partey (2011) utilizou densidades de 1m x Im (10.000 plantas/ha) e reportou 7,2
t/MS/ha/ano utilizando cortes bimensais; Gualberto ef al. (2011) usando distancias entre
plantas de 1 m x 0,75 m (13.000 plantas/ha) obtiveram valores de 3,5 t/MS/ha para um
unico corte com 103 dias de idade. Igualmente Alonso ef al. (2016), também para um
unico corte a 90 dias de idade, obtiveram valores de 3,00 Ton/MS/ha usando
espacamentos similares aos usados em sistemas de Alley crop (0,4 m x 3 m) (8.300

plantas/ha).

Em relagdo a composicdo bromatologica da planta, os valores mais altos de
proteina (28,95%) foram reportados por Verdecia et al. (2011) durante a época de chuva,
com aproximadamente 60 dias de idade para corte (Tabela 2.3). Em contraste, Gualberto
et al. (2011) durante o periodo seco encontraram teores de proteina de 11%. O potencial
nutritivo da TD também pode variar em fungdo da parte da planta avaliada. Calsavara et
al. (2016), evidenciaram maiores teores de PB e de FDN nas folhas (22,5% e 41%) do
que no caule (7,7% e 65,2%) ou na planta inteira (16,5% e 47,6%). Em geral, os valores
de matéria seca para a planta inteira estdo em torno de 15 a 20%, de FDN entre 38% e
47% e de FDA entre 23% e 34% (Calsavara et al., 2016; Chin e Hue, 2012; Mahecha et
al., 2008; Verdecia ef al., 2011) e os valores da degradabilidade in vitro da matéria seca,
variam de 53% até o 83% (Tabela 2.4) sendo que a composi¢ao da fibra foi evidenciado
como o principal determinante na degradabilidade in vitro. Quanto ao consumo de matéria
seca, Chin & Hue (2012) reportam aumento de 15% quando adicionaram TD a uma dieta
com Panicum maximum, isto contrasta com o encontrado por Ribeiro et al. (2016) que
usando at¢ 15% de TD como substitutivo de cana de agucar e concentrado ndo

encontraram diferencias significativas no CMS.
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Tabela 2.3. Porcentagem de matéria seca, proteina bruta, FDN e FDA de Tithonia

diversifolia .

Fonte MS PB FDN FDA  Observacoes
Calsavara et al. (2016) 20 16,5 47,6 33,3 Planta inteira
Calsavara et al. (2016) 19,5 22,5 41 26,1  Folhas
Calsavara et al. (2016) 24.6 6,0 60,8 46,3 Caule
Chin e Hue (2012) 146 239 384
Naranjo & Cuartas (2005) 19,1 24,13 38,62 3448
Verdecia et al. (2011) 19,77 28,95 43,6 27,6  Periodo chuva
Verdecia et al. (2011) 18,22 27,49 40,44 24,1 Periodo seco
Lezcano et al. (2012) 10,13 21,93 Periodo chuva
Lezcano et al. (2012) 12,78 19,03 Periodo seco
Sao et al. (2010) 14,6 23,9 38,4
Gualberto et al. (2011) 11,74 52,08
Mahecha e Rosales (2005) 17,2 24,2 35,3 30,4
Cardona Iglesias et al. (2017) 17,2 39 27,2
Rivera et al. (2015) 25,4 25,2 23,5
Durango et al. (2021) 21,2 18,5 46,2 34,3
Cardona-Iglesias et al. (2019) 18 18,3 443 33,3
Castafieda-Serrano et al. (2018) 17,9 44.5 40,7
Gonzalez et al. (2020) 30 9,36 49,17 38,17

Em relagdo a produtividade em sistemas animais utilizando TD, existem estudos

evidenciando que a sua inclusdo na dieta ndo altera a producdo de leite. Mahecha et al.

(2008) utilizando bovinos F1 leiteiros, substituiram até 35% de concentrado por TD e ndo

obtiveram diferengas significativas na produ¢do nem na composi¢ao do leite. De forma

similar Ribeiro et al. (2016) conseguiram substituir um 15% do concentrado e um 20%

da cana de actcar, e ndo tiveram redugdes no consumo de matéria seca, nem na producao

de leite. Pazla et al. (2021) reportaram como conseguiram melhorar a relagdo

proteina:energia em dietas de bovinos, usando até 30% de TD, atribuindo o resultado do

maior consumo de matéria seca, ao incremento na digestibilidade dos nutrientes e na

conversdo alimentar.
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Tabela 2.4. Degradabilidade in vitro da matéria seca na Tithonia diversifolia

Fonte DIVMS % Observacoes
Porsavatdy et al. (2016) 81,7
Mabhecha e Rosales (2005) 83,3
Cardona et al. (2017) 59,1
Sao et al. (2010) 53,7 Digestibilidade aparente
Verdecia et al. (2011) 753 Periodo Chuva
Verdecia ef al. (2011) 78,6 Periodo Seca
Rivera et al. (2015) 63,5
Durango et al. (2021) 50,6
Gonzélez et al. (2020) 51,2

2.8.2 Tithonia diversifolia e producio de metano

Existem 2 vias principais pelas quais a TD poderia interferir na produgao de
metano ruminal. A primeira ¢ uma rota direta, na qual seus compostos ativos da TD
(taninos, compostos fenolicos) interfeririam diretamente sobre as populagdes de
microrganismos metanogénicos (Galindo et al., 2011, 2012, 2014). A segunda sdo rotas
indiretas, nas quais a presenga da planta no rimen interfere sobre a abundancia dos
substratos utilizados pelos organismos metanogénicos para a produgdo de metano
(Ribeiro et al., 2016; Terry et al., 2016). Isto €, principalmente, hidrogénio e dioxido de

carbono.

J& foi mencionado (se¢do 2.2) como o CO; e o H» sdo importantes substratos na
producdo de metano entérico (rota hidrogenotropica). Blummel et al. (1997); Getachew
et al. (1998) mencionaram como a fermentacao de carboidratos a propionato nao contribui
com a produgdo direta de CO» e Ha, sendo estes, subprodutos unicamente da fermentagao
dos carboidratos em acetato e butirato. Assim rotas metabdlicas que resultam na produgao
de maior quantidade proporcional de acetato e butirato, usualmente, produzem maior
quantidade de gases e por consequéncia também mais metano. O oposto ocorre quando a
propor¢ao de propionato nos AGCC aumenta. Deste modo, a reducao da producao de
metano entérico, pode estar associada a uma diminuicdo na propor¢do de
acetato:propionato; assim, componentes da dieta que alterem a microbiota do rumen a
favor desta diminui¢do podem resultar em uma menor produ¢do de hidrogénio e carbono

como substratos para a metanogénesis (Getachew et al., 1998).

Outro mecanismo indireto de mitigacdo de metano no qual a TD poderia ter

inferéncia € sobre as populagdes de protozodrios. Visto que os protozodrios ruminais
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estdo em estreita relacdo com as Archaea metanogénicas (Hungate, 1966; Newbold et al.,
2015). Alguns protozoarios sdo importantes produtores ruminais de hidrogénio, parcela
que as archaea hidrogenotropicas utilizam para a sintese de metano (Morgavi et al., 2012).
Deste modo, alimentos com efeitos nocivos sobre as populagdes de protozoarios
apresentam um potencial interessante de mitigagao de metano entérico (Hegarty, 1999).
Delgado et al. (2012) e Galindo ef al. (2011) encontraram menor produgdo de metano in
vitro em substratos com TD, e atribuiram a redugdo ao efeito negativo da TD sobre as

populagdes de protozoarios produto da presenca de taninos na planta.

Qualquer uma que seja a rota pela qual a TD interfere com a producao de metano,
a presenca de taninos na planta parece ter um papel importante (Delgado et al., 2012;
Fajemisin et al., 2013; Galindo et al., 2011, 2014; Rivera et al., 2021). Os taninos atuam
como modificadores da fermentagdo ruminal, mas o principal mecanismo pelo qual
afetam a metanogénesis nao foi definitivamente demonstrado in vitro ou in vivo (Aboagye
e Beauchemin, 2019). Aboagye ¢ Beauchemin (2019) mencionaram algumas hipdteses
de como os taninos diminuem a produgdo de CHs: (1) atuando diretamente sobre os
metandgenos (2) atuando sobre os protozodrios associados aos metanogenos; (3) atuando
sobre as bactérias fibroliticas, e (4) atuando como sumidouros de H. Esses autores
concluiram, baseados na acentuada variabilidade nos resultados com uma diminuigao de
CHa4, que os taninos podem funcionar por meio de todos, alguns ou qualquer um dos

mecanismos propostos.

Um resumo com alguns dos resultados reportados na literatura, sobre a influéncia
da inclusao de TD na produgdo de metano in vitro pode ser encontrado na tabela 2.5. A
diferenca entre as unidades de medida na que sdo apresentados os dados da tabela pelos
distintos autores dificulta a comparacdo da quantidade de metano emitido entre distintas
pesquisas. Porém inferéncias podem ser feitas levando em conta os resultados da inclusdo
de TD dentro de um mesmo estudo. De maneira geral os resultados sdo ambiguos, com
mais ou menos a metade dos casos reportando uma reducao no metano consequéncia da
inclusdo da TD; e a outra reportando a auséncia de efeito ou aumento na producio de
metano. Na grande maioria dos estudos, a inclusdo de TD tem sido usada sobre substratos
fibrosos (forragens), e em menor proporcao tem sido estudada sua inclusdo em substratos
com concentrado (TMR, concentrado comercial, graos). As inclusdes mais baixas foram
aquelas usadas por Cardona Iglesias et al. (2017), que reportaram uma menor produgao

de metano utilizando 3 e 5% de TD (MS) em substratos com Cenchrus clandestinum e
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Cenchrus clandestinum mais concentrado comercial e gordura sobrepasante,
respectivamente. As inclusdes mais altas foram aquelas estudadas por Mauricio et al.
(2014) e Pérez-Méarquez et al. (2019), que reportaram o uso de 75% de TD em dietas com
Urochloa brizantha, Tifton 85 e Penisetum purpureum. Também tem sido usado extrato
de TD sobre substratos com diferentes niveis de fibra, como foi reportado por Akanmu et

al. (2020) com resultados positivos sobre a mitigagdo de metano.

H4 casos em que distintos autores usando substratos similares obtiveram
resultados controversos. E o caso do Holguin ef al. (2020) e Pérez-Marquez et al. (2019).
Os quais, usando 75% de TD com Penisetum purpureum, onde os primeiros reportaram
auséncia de efeito e os segundos uma diminui¢ao na produ¢do de metano. Fato similar
ocorreu com Mauricio et al. (2014) quem usando uma inclusdo de 25% de TD com U.
brizantha ndo obteve resultados significativos sobre o metano produzido, contrastando
com os resultados do Rivera ef al. (2021) que usando a mesma inclusdo reportou uma
reducdo no metano in vitro. Inclusive dentro dos distintos genotipos de TD podem existir
diferengas na produ¢do de metano; Delgado ef al. (2012) reportaram diferencas entre
diferentes tipos de TD e a sua produgdo de metano in vitro ¢ da mesma maneira Rivera et
al. (2021) avaliando diferentes genotipos de TD sugeriu que as diferengas entre a
producao de metano eram devidas as variagdes na quantidade de compostos fito quimicos
entre alguns genotipos. Na maioria dos casos onde o substrato com TD teve menor
producdo de metano in vitro, os autores justificaram a reduc¢do devido a uma agao direta
sobre os microrganismos metanogénicos produto da presenc¢a de polifendis na TD ou
devido a reducdo da proporcao acetato:propionato consequéncia da inclusao (Akanmu et

al., 2020; Cardona-Iglesias et al., 2019; Delgado et al., 2012; Rivera et al., 2021).
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Producio de CHs CHs UNID F? N F? A Proporcio A:P Resultados e discussiio dos autores Fonte
Tratamento (%) (%)
TRAT CON TRAT CON
. Comparado com o substrato sem TD. O
0
12’2n(iliTD com Lolium 293 53,8 27,1 2,00 tratamento ndo produz menos CHs. Nao ha
p diferencas em A ¢ P
30,5 mL/gMS 2,06 Comparado com o substrato sem TD. O Narvaez et al. (2020)
1) . .
20% de TD com Lolium 25.9 521 289 1.95 tratamento prod.uz menos C’H4. devido a
perenne presenca de taninos. Nao ha diferengas em A
eP
. Comparado com o substrato sem TD, o
o E)
32?;13“;?11 Penisetum 1,5 2,4 mMol/g 69,1 52,1 2,16 2,06 tratamento ndo produz menos CHs. Nao ha Holguin et al. (2020)
purp diferencas em A ¢ P
. Comparado com o substrato sem TD, o
o b
75% TD com Peniseturm 8,6 18,9 mL/gMOD 59,1 49,6 3,27 2,63 tratamento produz menos CHy. Acetato igual
pupureum ) oo ) ,
e propionato diminuiu. Pérez-Marquez et al.
Comparado com o substrato sem TD, o (2019)
75% TD com Tifton 85 4 7,3 mL/gMOD 61,3 483 3,41 3,04 tratamento ndo produz menos CHa. Acetato
aumentou e propionato igual
Comparado com o substrato sem TD, o
Extrato de TD com concentrado tratamento produz menos CHs devido a
comercial (TMR) 25,3 42,9 30,1 214 1,39 1,99 presenca de taninos. Acetato diminuiu
propionato igual
Comparado com o substrato sem TD, o
Extrato de TD com feno 182 368 mLAkeMOD 40,6 32,1 1,71 2,16 ratamentoproduzmenos CHidevidoa Akanmu ef al. (2020)
Lucerna presenca de taninos. Acetato diminuiu
propionato igual
Comparado com o substrato sem TD, o
Extrato de TD com Eragostis 5.8 477 784 492 1,63 2.48 tratamento prod.uz menos CHy .dey1df) a
curvula presenga de taninos. Acetato diminuiu e
propionato aumentou
0,
6,9% de TD com cana e 0.7 0.5 mL/gMSI 204 i 0.90 0.71 Comparado com o substrato sem TD, a Terry et al. (2016)

concentrado

inclusdo de TD produz mais CH4 devido ao




15,2% de TD com cana e

aumento na propor¢ao A:P. Acetato aumentou

39

1,2 30,7 - 1,09 . L
concentrado e propionato diminuiu.
0,
29,2% de TD com cana e 33 345 i 1,55
concentrado
Comparado com o controle sem TD, o
25%de TD com U. brizanta  ~22.96 262  mgleMSI  ~555 ~383 237 3,56 Uatamentoproduzmenos CHydevidoa Rivera ef al. (2021)
diminuicdo na propor¢ao A:P. Acetato
diminiu e propionato aumentou.
100% de TD com U. brizanta 5 45 38,6 4,60 C ,
omparado com o controle sem TD, s6 a
75% de TD com U. brizanta 6,4 49,8 37,9 4,00 i 5 0 .
o 8.2 mg/gMSD 3.50 inclusdo 50% de TD~pr0duz menos CHy. Os Mauricio et al. (2014)
50% de TD com U. brizanta 3 54,6 37,2 2,80 outros tratamentos nao produzem menos
25% de TD com U. brizanta 8,6 595 364 330 metano.
Comparado com o controle sem TD, o
30% TD em C. nlemfuensis 0,9 6,5 mL/100mL - - - - tratamento produz menos CH4 devido a Delgado et al. (2012)
presenga de taninos.
Comparada com o controle sem TD o
1)
fz?e;(;;tlteer};]zs cv 23 com C. 9,2 334 29,5 - - tratamento produz menos CHs, devido a
65,2 uL/gMS presenca de taninos. Galindo et al. (2014)
30% de TD cv 10 com C. Comparado com o controle sem TD, o
; 47,2 353 304 - - ~
nlemfuensis tratamento ndo produz menos CHa.
Comparado com o tratamento sem TD, a
100% de TD 15,7 434 39 27,2 - - inclusdo de TD produz menos CHj, devido a
presenca de taninos.
Comparado com o tratamento sem TD, a
5% de TD com C. clandestinum 34,8 434 - - 4,01 4,52 inclusdo de TD .produz menos .CH4’ Qev1d0 4 (Cardona Iglesias et al.
mL/gMSD presenca de taninos. Acetato diminuiu e (2017)
propionato aumentou
546D com . clndsinum, T e
concentrado e gordura 41 60,3 - - 3,97 4,80 P ®

sobrepasante

presenga de taninos. Acetato igual e
propionato aumentou.

TD = Tithonia diversifolia; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; MS = matéria seca; MSI = matéria seca incubada; MSD = matéria seca degradada;

MOD = matéria organica degradada, CON: Controle, TRAT: Tratamento
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O amplo espectro dos resultados apresentados (Tabela 2.5) sugere que o efeito da
TD sobre a produgdo de metano estd muito associado a qualidade e tipo de substrato com
o que a TD ¢ associada. Neste aspecto, Akanmu et al. (2020) encontraram que a inclusao
de TD reduzia significativamente a produg¢ao de metano, porém, o efeito era maior nos
substratos mais fibrosos de ma qualidade. Na maioria dos casos onde houve reducdo da
producdo de metano in vitro em substratos contendo TD, a propor¢ao de A:P do substrato
tratamento foi menor do que aquela do substrato controle sem TD com o qual estava
sendo comparado e todos os casos donde ndo houve efeito da inclusdo da TD sobre o
metano ou a produg¢do de metano aumentou, a propor¢do de A:P foi maior do que no

tratamento controle (Tabela 2.5).

Existem poucos estudos avaliando a influéncia da TD sobre as emissdes de metano
entérico in vivo. Cardona-Iglesias et al. (2019) utilizando vérios modelos estimaram as
emissoes de CH4 de um sistema silvipastoril com TD, comparando-as com um sistema de
monocultura de graminea, e encontraram que animais no sistema silvipastoril produziam
menos metano por litro de leite e por kg de matéria seca consumida do que a sua
contraparte sem TD. Por outro lado, Ribeiro et al. (2016), usando vacas de leite, avaliaram
a inclusao de TD em dietas com cana e concentrado, substituindo 6,5 e 15,4% da matéria
seca; e apesar de terem encontrado reducao na proporc¢ao A:P na dieta com maior inclusdao
de TD (6 horas poOs alimentacdo), e diferencas nas comunidades de Archaeas
metanogénicas entre os tratamentos, os autores nao reportaram diferengas significativas
na produg@o de metano entérico. Mencionaram também, a pouca sensibilidade da técnica
de mensuracdo (método de SF¢) como possivel motivo para a falta de resultados
significativos. Em contraste, Porsavatdy ef al. (2016) compararam as emissoes de metano
de cabras alimentadas com forragem de TD versus cabras alimentadas com folhas de
mandioca; e reportaram que os animais alimentados com TD emitiram 50% mais metano
do que os alimentados com mandioca, e argumentaram que a maior produgdo de metano

estava associada a uma maior solubilidade da proteina nas dietas com TD.

2.8.3 Tithonia diversifolia e emissoes de 0xido nitroso

Poucas pesquisas avaliaram diretamente a influéncia da inclusdo de TD nas
emissoes N2O. As emissdoes de N>O sdo altamente influenciadas por condicdes
ambientais, ¢ do solo (Rivera e Chard, 2021), o que dificulta a obtencdo de resultados

valiosos e talvez explique a falta de informagdo. Chacon Gongora (2018) estudou as
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emissoes de N,O das fezes e urina de vacas alimentadas com 0, 6 ¢ 12% de TD, e nao
encontrou diferencas significativas nos fluxos de N>O quando comparados com o
tratamento controle. O autor justificou que a variabilidade nos resultados seria produto da
dificuldade técnica da avaliacdo a campo pode ter influenciado a falta de efeitos

significativos.

No entanto, varios pesquisadores avaliaram o efeito da inclusdo de TD no balango
de nitrogénio do animal que, como j& foi mencionado (se¢do 2.3), tem incidéncia direta
sobre a quantidade de nitrogénio excretado e, portanto na conversao final desse nitrogénio
em Oxido nitroso. Um resumo dos resultados recuperados na literatura pode ser

encontrado na tabela 2.6.

Durango et al. (2021) encontraram que a inclusdo de 35% de TD em dietas com
Brachiaria decumbens para novilhas de leite, proporcionaram maior retengdao de
nitrogénio (44,19 g/dia) quando comparado com as novilhas alimentadas com B.
decumbens sem TD (9,83 g/dia). Os autores reportaram que o balanco de nitrogénio
estava altamente correlacionado tanto com o consumo de matéria seca, quanto como o
consumo de nitrogénio (r=0,84 e 0,96 respectivamente), os quais foram também mais
altos na dieta com inclusao de TD. Tanto a excre¢ao de N na urina quanto a de fezes
foram maiores naqueles animais alimentados com 35% de TD. Porém, o maior consumo
de nitrogénio na dieta com TD favoreceu o seu balango. Esses resultados coincidem com
os reportados por Ramirez-Rivera ef al. (2010) e Castafieda-Serrano ef al. (2018) os quais
também encontraram maior excre¢ao de nitrogénio (g/dia), porém um maior balango final

devido ao aumento na ingestao de nitrogénio nas dietas com TD.

Quando expresso como porcentagem do N ingerido, a excre¢ao fecal de nitrogénio
nos animais alimentados com inclusdes de TD dos estudos de Castafieda-Serrano et al.
(2018), Chacon Gongora (2018), Durango et al. (2021), Ramirez-Rivera et al. (2010),
Yousuf et al. (2014) (6%TD) foi menor do que os seus respectivos controles. Nesse
sentido, Durango et al. (2021) sugeriram que o motivo se deve a que a inclusao da TD
pode ter contribuido com uma maior digestibilidade dos aminoacidos no intestino e
portanto reduzido a quantidade de N recuperada nas fezes. Porsavatdy et al. (2016) de
maneira similar mencionaram que a maior solubilidade ruminal da proteina da TD reduz
o escape de nitrogénio do ramen, reduzindo a sua apari¢do nas fezes. Por outro lado, um
aumento no nitrogénio metabolizavel resulta em incrementos no nitrogénio excretado na

urina, talvez isto explique os resultados de Yousuf et al. (2014) e Porsavatdy et al. (2016)
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nos quais a quantidade de nitrogénio nas fezes diminuiu enquanto o da urina aumentou,

no entanto, os autores ndo fizeram uma discussao a esse respeito.

Devido a pouca informacao disponivel, a qualidade de alguns dos estudos usados
e a natureza contrastante dos resultados usados para esta revisao; ¢ dificil extrair
informacodes definitivas que permitam fazer conclusdes sobre o efeito da inclusao de TD
na dieta de ruminantes sobre as emissoes de N2O e metano. Porém, parece evidente que
a influéncia da planta sobre as emissdes ¢ dependente das caracteristicas das dietas as
quais se associa na confec¢ao da dieta. Com as associagdes com alimentos fibrosos
apresentando resultados mais contundentes do que as associagcdes com alimentos
concentrados. Yousuf et al. (2014), Ribeiro et al. (2016) e Chacon Gongora (2018)
usaram TD em dietas com concentrado, e ndo encontraram diferencas significativas na
retengdo de nitrogénio quando comparadas com as dietas sem TD. De maneira
contrastante, Castafieda-Serrano ef al. (2018), Durango ef al. (2021), Fajemisin et al.
(2019) e Ramirez-Rivera et al. (2010), associando a TD a dietas com forrageiras
unicamente (D. aristatum, B.decumbens, P.purpureum e P. maximum, respectivamente)
reportaram um aumento na reten¢do de nitrogénio quando comparado com as dietas sem
TD. Isto parece sugerir que a Tithonia diversifolia tem melhores efeitos quando associada
a dietas fibrosas ou de ma qualidade, como ja tem sido mencionado por outros autores

(Akanmu et al., 2020; Akanmu & Hassen, 2018; Rivera ef al., 2021).
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Tabela 6. Balango de nitrogénio de dietas com inclusdo de Tithonia diversifolia

Consumo de Consumo de Nitrogénio em Nitrogénio em  Nitrogénio

Tratamento Matéria seca  Nitrogénio  Fezes (% do N Urina (% do N Retido (% do Resultados e Conclusdes dos autores Referencia
(g/dia) (g/dia) consumido) consumido) N consumido)
0% Extrato TD + Cassava + Concentrado 378 6,98 39 39,8 21,2 Comparado a dieta controle, a dieta
o com 80% de TD resultou em menor
20% Extrato TD + Cassava + Concentrado 374 6,92 31,4 46,7 22 excrego de nitrogénio nas fezes Yousuf et al.
40% Extrato TD + Cassava + Concentrado 371 6,87 29,7 46,4 23,9 (¢/dia) e maior na urina (g/dia). A (2014)
retenc@o de nitrogénio foi igual em
80% Extrato TD + Cassava + Concentrado 318 5,88 25,9 56,3 17,9 todos os tratamentos exceto a 80%.
. ) Comparado a dieta controle, a inclus@o N
0% TD + D. aristatum 410 9,78 24.9 12,9 62,1 de TD resultou em maior excrecio de Castaneda-
N em fezes e urina (g/dia). Porém a Serrano et al.
25% TD + D. aristatum 704 68,93 6.8 7,3 85,9 rTelt)emﬁo de N foi maior na inclusdo de (2018)
Comparado com a dieta controle, a
% TD + B. 2 2 4 1 i 3 i
0% decumbens 65 63,23 8 35 6 inclusdo de TD, resultou em maior Durango ef

excre¢do de N em fezes e urina (g/dia).

, : i al. (2021)
35% TD + B. decumbens 840 113,48 34 26 39 Porém a retengéio de N foi maior na
inclusdo de TD.
0% TD + P.maximum 312 7,59 31,5 14,5 54 Comparado com a dieta controle, nfo
. ) houve diferengas na excre¢do de N nas
10% TD + P.maximum 311 6,84 31,9 14,8 53.4 fezes (g/dia). As inclusdes de 20 e 30% Odedire e
resultaram em menor excre¢do de N Olodi (2014
20% TD + P. maximum 306 5,83 37 11,3 51,6 urinario (g/dia). A retencdo de N foi odi ( )
menor nas dietas a 20 e 30% de
30% TD + P.maximum 305 5,76 42 6,3 51,7 inclusdo de TD.
TD 0% + Cana + Concentrado 1860 563 34,5 11 54,6 ) o )
Nao houve efeitos significativos da Ribeiro et al
TD 6,5% + Cana + Concentrado 1890 564,1 35,6 10 54,4 inclusdo de TD na excre¢do de N nem 2016 ’
no balango de nitrogénio. ( )
TD 15,4% + Cana + Concentrado 1870 557,2 35,5 11,4 53,1
0% TD + P.purpureum + Cana + Concentrado 1050 13,05 50,73 39,2 9 Comparado com o controle, a inclusdo

de TD resultou em maior excrecdo de
20% TD + P.purpureum + Cana 1510 19,93 4722 30 233 N nas fezes e urina (g/dla) S6 com
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35% TD + P.purpureum + Cana 1550 25,51 47,75 34,1 18,7 20% de inclusdo houve efeitos Ramirez-
positivos sobre a retengdo de N. As .
outras inclusdes ndo foram Rivera et al.
50% TD + P.purpureum + Cana 1520 30,11 4723 37,6 15,6 e . 2010
significativas. ( )
0% TD + Brachiaria + Concentrado 1471 66,44 25,1 554 19,5 Comparado com o controle, ndo houve
efeitos da inclusdo de TD sobre a Chacén
excregdo de N nas fezes (g/dia). A Gé
6% TD + Brachiaria + Concentrado 1432 66,4 249 54,4 20,7 excrecao de N na urina foi menor na ongora
inclusdo de TD 12%. No foram (2018)
12% TD + Brachiaria + Concentrado 1452 66 27,1 43,7 29,2 reportadas diferengas na retengdo de N.
0% TD + P. maximum 1580 30,5 - - 76
25% TD + P. maximum 1970 56,6 - - 71,9 Comparado com controle, as inclusdes Fajemisin et
de TD resultaram em maior retengéo
50% TD + P.maximum 2070 64,4 - - 75 de nitrogénio (g/dia). al. (2013)
75% TD + P.maximum 2130 72,8 - - 76,7

Para facilitar a comparagdo entre estudos os valores de nitrogénio nas fezes, urina e retidos foram expressadas como porcentagem do nitrogénio ingerido.
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3 A INCLUSAO DE Tithonia diversifolia PODE MELHORAR A SINTESE DE
PROTEINA MICROBIANA DE DIETAS PARA OVINOS?

RESUMO

Dentre as alternativas apontadas como capazes de tornar a pecuaria uma atividade mais
eficiente e reduzir seu impacto ambiental, destacam-se o uso de alimentos de alta
digestibilidade e o uso de forragens nao convencionais. A Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray (TD) surge como alimento para ruminantes. No entanto, pouco se tem discutido sobre
os impactos dessa planta na dindmica ruminal que levam ao melhor desempenho animal. O
objetivo deste estudo foi avaliar como niveis crescentes de TD podem afetar a sintese de
biomassa microbiana ruminal, degradabilidade e a producdo de gases in vitro. Quatro dietas
foram avaliadas: controle (40% de farelo de soja e milho e 60% de feno de Tifton 85
Cynodon spp) e trés niveis crescentes de TD (9%, 27% e 45% - base em matéria seca). O
ensaio de producao de gases in vitro de 96 h foi realizado incluindo 5 tempos de incubagio
(2, 4, 10, 24 e 96 h) usados para determinacdo da degradabilidade da matéria organica
(DMO). O volume de gases produzidos, metano, degradabilidade da matéria orgénica,
producdo de AGCC (4cidos graxos de cadeia curta), fator de particdo (FP) e biomassa
microbiana (BM) foram também avaliados. Nao houve efeito significativo (P> 0,05) entre a
inclusdo TD e a produgdo de gases in vitro na maioria dos tempos de incubagao; somente as
6h de incubacdo, a producio de gases aumentou linearmente com a inclusdo de TD (R* =
0.19 p <0,05). Nao houve efeitos da inclusdo de TD sobre a emissdo de CH4. A DMO
aumentou linearmente com a inclusdo de TD as 6 e 10 h, com TD45% sendo mais degradavel
do que a dieta controle a 6 h unicamente. Houve um efeito positivo linear (R* = 0,20 p <0,05)
entre a inclusdo TD e FP. TD45% apresentou valores de FP significativamente maiores do
que o controle. A BM também aumentou linearmente (R* = 0,50 p <0,05) com a inclusdo e
todas as dietas com TD tiveram significativamente mais MB do que a dieta controle. A
inclusdo do TD nos niveis utilizados neste trabalho, revelou ter um impacto positivo na

sintese de proteina bacteriana que pode estar relacionado a uma maior eficiéncia microbiana.

Palavras chave: proteina microbiana, degradabilidade in vitro, produ¢do de gases
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ABSTRACT

Among the alternatives pointed out as able to make livestock a more efficient activity and
reduce its environmental impact, the use of feeds with a high digestibility and the use of non-
conventional fodder species can be highlighted. Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (TD)
has already gained attention as a feed for ruminants. Nonetheless, not so much has been
discussed about the impacts of this plant on the rumen dynamics that lead to a better animal
performance. The aim of this study was to assess how increasing levels of TD could affect
ruminal microbial biomass synthesis, degradability and in vitro gas production of diets. Four
diets were evaluated: a control diet (40% soybean meal and maize and 60% Tifton 85
(Cynodon spp) hay) and three increasing levels of TD (15, 45 and 75 % - dry matter basis)
as a replacement of dietary roughage. A 96 h in vitro gas production assay was carried out
and 5 incubation times (2, 4, 10, 24 and 96 h) were used for degradability determination.
Gas produced, methane, organic matter degradability (OMD), short-chained fatty acid
production (SCFA), partitioning factor (PF) and microbial biomass (MB) were evaluated
among treatments. There was no significant effect (P>0,05) between TD inclusion and in
vitro gas production at most incubation times; only at 6h of incubation, gas production
increased linearly with the TD inclusion (R? = 0,19 p<0,05). There were no effects of TD
inclusion on CH4. OMD increased linearly with the TD inclusion at 6 and 10 h with TD45%
being more degradable than the control diet at 6h only. There was a positive linear
relationship (R? = 0,20 p<0,05) between TD inclusion and PF. TD45% had significantly
higher PF values than the control. MB also increased linearly (R? = 0,30 p<0,05) with the
TD inclusion and all the diets with TD had significantly more MB than the control diet. The
inclusion of TD at the levels used in this work, revealed to have a positive impact on the
microbial protein synthesis that could be related to a higher microbial efficiency

consequence of an increase in the quality of the substrate.

Keyword: microbial protein, in vitro degradability
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3.1 Introducio
Dentre as atividades agricolas a produ¢do de ruminantes ¢ um dos setores com maior

impacto no uso da terra e dos recursos naturais (Poore e Nemecek, 2018); e a produgdo de
concentrados para animais contribui significativamente para esses impactos (Gerber et al.,
2013). Portanto, as atividades pecuarias precisam ser mais eficientes no uso dos recursos
naturais, e também utilizar dietas que ndo concorram com a alimentagdo humana (IPCC,
2019c¢) Dentre as alternativas apontadas como capazes de tornar a pecudria uma atividade
mais eficiente e reduzir seu impacto ambiental, destacam-se o uso de alimentos com alta
digestibilidade e o uso de espécies forrageiras nao convencionais como potencial forrageiro
reconhecido (Herrero et al., 2016). Além disso, o uso aprimorado ¢ eficiente de recursos
alimentares ndo convencionais que nao sdo utilizados por seres humanos ¢ altamente
relevante na preservacdo da seguranca alimentar (Makkar, 2004) Nesse contexto, a selecdao
e estudos de forrageiras promissoras sdo necessarios para entender os seus potenciais
beneficios para a producdo pecuaria. Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (TD) ja ganhou
destaque como alimento para ruminantes, devido ao alto teor de proteina de suas folhas
(Calsavara et al., 2016; R. Mauricio et al., 2014; Rodriguez Garcia, 2017), alta
degradabilidade (Cardona Iglesias et al., 2017; Mahecha & Rosales, 2005a; Porsavatdy et
al.,2016; Sao et al., 2010; Verdecia et al., 2011), produgdo de biomassa(Guatusmal-Gelpud
et al., 2020; Rutunga et al., 1999; Sao et al., 2010) e em geral pelo desempenho animal
positivo (Cadena-Villegas et al., 2020; Mahecha et al., 2008; Ribeiro et al., 2015, 2016;
Rivera et al., 2015; Terry et al., 2016)

No entanto, pouco se tem discutido sobre os impactos da TD na dindmica ruminal
decorrentes de sua composi¢do quimica a qual pode ser fundamental para o desempenho
animal. A técnica in vitro de producdo de gases pode gerar informagdes relevantes sobre a
cinética de fermentagdo e perfil de degradagdo dos substratos e produtos de fermentagado
(AGCC, CO,, CH4 e biomassa microbiana), bem como algumas das dindmicas da populacao
microbiana. Blummel et al. (1997) propuseram avaliar a produgdo de gases sempre
acompanhada de um indicador de degradabilidade. Dessa forma, a degradabilidade
forneceria uma indicacdo da quantidade de material que foi fermentado, e a producdo de
gases forneceria uma estimativa de quanto desse material fermentado foi utilizado para
produzir 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e gases. Materiais altamente degradaveis,
especialmente nos estddios iniciais de fermentacdo, podem ser traduzidos em melhor
ingestdo de matéria seca, e uma populacdo ruminal mais eficiente pode levar mais proteina

microbiana a ser enviada para o intestino posterior e, assim, estar disponivel para o



59

ruminante (Valadares-Filho & Pina, 2006). Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar como
niveis crescentes de TD podem afetar a sintese de proteina microbiana, degradabilidade da
matéria organica, os parametros fermentativos ruminais a produgao total de gases e de CH4

in vitro de dietas para ovinos.

3.2  Material e métodos
Todos os procedimentos envolvendo a utilizagdo de animais neste estudo foram

aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” - CEUA-ESALQ / USP (Protocolo 008-2018). O experimento foi realizado no
Laboratério de Nutricdo Animal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sao Paulo (LANA / CENA / USP), na cidade de Piracicaba, estado de Sao

Paulo, Brasil.

3.2.1 Substratos e tratamentos
Os componentes da dieta, e suas respectivas composi¢des quimicas estdo descritas

na tabela 3.1.

Tabela 3.1 Composi¢@o bromatologica dos componentes das dietas (g/kg)
Farelo de Soja Milho Feno Tifton 85  Tithonia diversifolia

MS 897,89 887,00 903,04 887,07
aFDNom 150,00 111,48 735,81 677,71
FDAom 110,96 34,20 360,23 566,62

PB 479,23 127,14 140,45 78,84

NDT 832,25 830,32 550,15 630,21

MM 69,19 12,79 98,96 111,35

MS: Materia seca, aFDNom: Fibra em detergente neutro avaliada utilizando amilase e sulfito e
expressada como libre de cinzas, FDAom: Fibra em detergente acido expressada como libre de
cinzas, PB: Proteina Bruta, NDT: Nutrientes digestiveis totais, MM; Material mineral.

Quatro simulagdes de dietas (Tabela 3.2) foram avaliadas, mantendo-se fixa a relagao
volumoso:concentrado (60:40), assim foram compostas: uma dieta controle (40% de farelo
de soja e grao de milho e 60% de feno de Tifton 85 (Cynodon spp) e trés niveis crescentes
de TD (9, 27 e 45% - base de matéria seca) como uma substitui¢ao do feno de Tifton. Todas
as dietas foram formuladas para os requisitos de manutencdo de carneiros em mantenca
(National Research Council, 2007); e foram balanceadas para serem isoprotéicas,
1soenergéticas e isofibrosas, usando o software Supercrac® e os valores de MS, PB, FDN e

NDT dos componentes.
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Tabela 3.2. Composicdo das dietas em base matéria seca (%)
TD0% TD9% TD27% TD45%

Tithonia diversifolia 0,00 9,00 27,00 45,00
Tifton 85 60,00 51,00 33,00 15,00
Milho grio 26,30 25,47 24,62 23,49
Farelo de soja 13,70 14,26 15,38 16,51

Tabela 3.3. Composi¢ao quimica-bromatologica de dietas com niveis crescentes de Tithonia diversifolia

Parametro 0%TD 9%TD 27%TD 45%TD
MS (g/kg) 910,6 906,9 906,4 905,7
MO (g/kg MS) 938,5 928,0%* 929,6 920,5
PB (g/kg MS) 163,0 158,6 156,5 156,3
aFDNom (g/kg MS)® 409,0 396,6 393,3 392,7
FDAom (g/kg MS)® 299,2 300,3 312,7 345,8
Lignina (g/kg MS)® 75,6 83,92 98,48 129,0
EB (kcal/gMS) 3748 3713 3715 3697
EE (g/kg MS) 23,7 18,0 17,67 17,5
CNF (g/kg MS) 342,7 366,1 367,0 353,8

MS: materia seca, MO: matéria organica, PB: proteina bruta, FDN: fibra em detergente neutro, FDA: fibra em
detergente acido, EE: extrato etéreo, CNF: Carboidratos no fibrosos.*:FDN avaliado usando amilase termo estavel e
expressado como livre de cinzas residuais. ® expressado como livre de cinzas residuais.

A TD foi coletada em diferentes areas ao redor da cidade de Sdo Jodo del Rei no
estado de Minas Gerais, Brasil. A planta inteira, (folhas e caules), em estddio de floracao,
foi colhida, triturada e depois seca ao sol. A TD seca foi entdo triturada novamente a
aproximadamente 1 cm para facilitar o processo de mistura com o resto de componentes da
dieta. O grao de milho e o feno de tifton foram também triturados a 1 cm. O farelo de soja
foi utilizado sem processamento prévio de tritura mecanica.

Uma vez feita a mistura dos ingredientes para cada dieta, as dietas foram entdo
moidas a 1 mm (em moinho Willey) para o ensaio in vitro e também para determinacdo da
composi¢ao quimica. As diretrizes da AOAC, (2011) foram seguidas para determinacdo de
teor de matéria seca (MS) (método 934.01), proteina bruta (PB) (método 2001.11), extrato
etéreo (EE) (método 2003.5) e fragdo de cinzas (método 942.05). A fibra em detergente
neutro (FDN), a fibra em detergente dcido (FDA) e a lignina foram avaliadas de acordo com
(Van Soest et al., 1991) adaptado por (Mertens et al., 2002). Os carboidratos ndo fibrosos
foram calculados pela equagdao: NFC = 100 - (PB + FDN + EE + Cinza) (Sniffen et al.,
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1992). O contetdo de fenois totais e taninos totais foi determinado utilizando o método de
Folin-Ciocalteu (Makkar 2003) usando aroeira (Schinus terebinthifolius) como padrdo de

referéncia para as analises.

3.2.2 Ensaio in vitro e producio de gases

O conteudo ruminal de oito carneiros Santa Inés adultos canulados no ramen, foi
coletado no dia da incubagdo antes da alimentacdo da manha, ¢ foi utilizado como inoculo
seguindo o procedimento descrito por (Lima ef al., 2018) Os animais foram previamente
adaptados (14 dias) as dietas experimentais descritas acima (dois animais por tratamento).
Quatro in6culos foram preparados, cada um oriundo de dois animais os quais receberam a
mesma dieta (tratamento); cada substrato para o ensaio in vitro foi incubado usando o
in6culo do par de animais sob a mesma dieta do tratamento. Esse procedimento foi repetido
por quatro periodos (quadrado latino), mudando a cada vez a dieta de cada par de animais.

Para a preparacdo do substrato, 1 g de cada dieta foi pesado dentro de sacos de fibra
Ankom F57 (Ankom Technology Corp., Macedon, NY, EUA), selado a quente e colocado
em frascos de vidro de 160 mL tipo penicilina preenchidas com 50 mL de meio tamponado
de Menke (Menke & Steingass, 1988) e 25 mL de indculo. A incubacdo foi realizada de
acordo com as metodologias descritas por Mauricio et al. (1999) e adaptadas por Bueno et
al. (2005) e Longo et al. (2006)

Dois frascos por tratamento foram incubados utilizando o indculo da dieta
correspondente, e cinco tempos de incubagdo foram usados para avaliacdo da
degradabilidade (2, 6, 10, 24 e 96 h). Além disso, um frasco sem substrato (branco) e um
frasco com amostra padrao (padrao interno do laboratério) foram incluidos com cada indculo
e tempo de incubagdo, totalizando 80 frascos. Em seguida, os frascos foram fechados com
tampa de borracha e colocados em estufa de ventilagcdo for¢ada (incubadora) a 39°C.

A2 46,8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48, 60, 72 € 96 h apo6s a inoculagao (Oh), a
pressdo interna dos frascos foi medida usando um transdutor de pressdo e datalogger
(Pressure Press 800, LANA, CENA / USP, Piracicaba, Brasil). O volume total de gases
produzido em cada frasco foi determinado seguindo a equacdo V = (5,96 x P) (n = 321, R?
= 0,991) especifica para este laboratorio, onde: V = volume de gases (mL) e P = pressao

medida (psi).
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3.2.3 Determinac¢ao de metano

Apobs a mensuragdo de pressao interna de cada frasco, com a ajuda de uma seringa,
uma amostra de gases de cada frasco foi coletada e armazenada em tubos de ensaio de 10
mL provistos com tampa de borracha para posterior determinagdo de CH4 por cromatografia
gasosa (Lima et al., 2018). Para a amostragem de CHa, ao final de cada tempo de incubacao,
foi obtido um pool de 10 mL de gases, composto pelas amostras colhidas em cada medigao
de pressdo interna. Apos a coleta dos gases, a pressdo dos frascos foi liberada, seu conteudo
homogeneizado e devolvidos a incubadora.

A quantidade de metano foi determinada por meio da equacao: CHs4 (mL/gMS) =
(HS + PG) x CH4(%), onde: HS = headspace (85mL), PG (volume de gases produzido (mL),
CH4 % = concentragao de metano (mL/mL) (Longo et al., 2006).

3.2.4 Degradabilidade in vitro

Em cada um dos cinco tempos de incubacgao, posteriormente as medidas de pressao
e amostragem dos gases, a incubacao foi interrompida em 16 dos frascos (2 por tratamento).
As garrafinhas foram suspensas em agua fria e os saquinhos retirados e colocados em
bandejas contendo 4gua e gelo para interromper o processo fermentativo. Todos os
saquinhos, foram tratados com solu¢do de detergente neutro, sem adicao de alfa amilase, por
1 hora a 90°C seguido de quatro lavagens de 5 minutos com agua destilada a 90°C (TE-149,
Tecnal, Piracicaba — SP, Brasil) e finalizando com a lavagem dos saquinhos em acetona por
5 minutos. Os saquinhos foram colocados em estufa a 105°C por 24 horas e posteriormente
pesados para calculo da degradabilidade do FDN (DFDN), sendo entdo reduzidos a cinzas
em mufla (por 5 horas a 550°C) para determinacao da degradabilidade verdadeira da matéria

organica (DIVMO) segundo, Goering e Van Soest (1975)

3.2.5 Parametros fermentativos

Ap0s o periodo de fermentagdo, de cada frasco foram coletadas amostras de contetdo
liquido para determinagdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), nitrogénio amoniacal
(N-NH3), e populacdes de protozoarios, conforme metodologia descrita por Lima et al.
(2018). O pH foi mensurado (pH-metro modelo TEC-2, Tecnal, Piracicaba, Brazil) e as
amostras foram armazenadas em frascos de vidro de 20 mL a -20°C.

O fator de particionamento (FP) e a biomassa microbiana (BM) foram calculadas

seguindo as equagdes descritas por Bliimmel et al. (1997):
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FP =MOVD/GPMO (1)

MB = MOVD — (GPMO X FE) (2)
Onde: FP = Fator de particionamento; MOVD = matéria organica verdadeiramente
degradada (mg); GPMO = volume de gases produzido por grama de matéria organica
degradada (mL/gMOD); MB = Massa microbiana (g); FE = Fator estequiométrico,

(calculado usando o método descrito por Bliimmel et al. (1997)).

3.2.6 Selecdo do modelo matematico para avaliacio da cinética fermentativa

Oito modelos matematicos utilizados para descrever a cinética de producao de gases
foram ajustados a 16 curvas de producao de gases derivadas da fermentagdo in vitro de cada
dieta. Os modelos estdo apresentados na tabela 3.3.

Para a avaliacdo de ajuste dos modelos, critérios estatisticos foram usados (de
Oliveira et al., 2020; Wang et al., 2011). O critério de informagdo de Akaike corregido
(AICc), soma dos quadrados residual (RSS), erro de predi¢ao quadrado médio (rMSPE) e a
regressio dos valores observados versus preditos (R?) foram usados para a avaliacdo do
ajuste dos modelos as curvas observadas. Os atributos derivados da producao de gases, i.e:
volume de gases final assintotico (Vf), Tempo a metade da producao de gases total (To.s),
volume de gases em Tos (Vo.5), taxa de producdo de gases, assumida como a taxa constante
de degradacdo do substrato (k), e lagtime (L) foram comparados entre os modelos, e os
valores preditos de produgdo de gases a 12, 24, 48, 72 e 96 horas pelos modelos foram
comparados contra os valores observados. Uma vez selecionado o modelo com o melhor
ajuste, baseado nos critérios estatisticos e na acuracia da predicao, este foi selecionado para
obter os atributos derivados da produg¢do de gases de cada tratamento e realizar as

comparagdes respectivas entre eles.

Tabela 3.3. Modelos matematicos usados para o ajuste das curvas de produgéo de gases in vitro

Modelo Equagéo Referencia
Exponencial V = V¢ (1 — exp(—kt)) Schofield et al. (1994)
Gompertz V = Vrexp(—exp (1 — k(t —L))) Schofield et al. (1994)
France V =V;(1—exp(—k (t — L) — d(Vt — VL))) France et al. (1993)
) Ve )
Logistico Pitt et al. (1999)

V= e @ =4kt =1)
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— Vi1 + Vra
T 14exp(2—4k(L—1t))  1+exp(2—4ky(t—L))

(1 — exp(—kt))
1+exp (In (é) —kt)
(1 —exp(—k(t —L)))
1
1+ exp (In(5) —k(t — L))

Logistico-Bicompartimental |4 Pitt et al. (1999)

Logistico Exponencial V="V Wang et al. (2011)

Logistico Exponencial + Lag Wang et al. (2011)

de Oliveira et al.

Gompertz + Exponencial V =V (1 — exp(—kqt)) + Vgexp (exp (1 + kye(L — t) 2020)

V=volume de gases (mL), Vf= Volume de gases final assintotico, Vfl= Volume de gases produzido pela fracdo
rapidamente degradavel, V2= Volume de gas produzido pela fracdo lentamente degradavel, k = taxa de produgao de gas,
kl=taxa de producéo de gases da fracdo rapidamente degradavel, k2= taxa de produgio de gases da fragdo lentamente

degradavel, t = Tempo, L = lagtime, d = parametro que define a forma da curva,

3.2.7 Avaliacao e selecao dos modelos estatisticos de cinética de fermentacao

Os critérios estatisticos obtidos para os modelos avaliados estdo apresentados na tabela
3.6. De maneira geral, o modelo Exponencial + Gompertz teve o melhor desempenho
estatistico com o maior R? (0.999), e os menores valores de AICc (74.2) RSS (39.65) e
rMSPE (1.5). Seguido pelo modelo Logistico-Exponencial + Lag, o modelo Logistico-
Exponencial, o modelo de France e o modelo Exponencial. Em contraste, o modelo
Logistico, teve o pior desempenho estatistico com o menor R? (0.970) e os maiores valores
de AICc (122.1) e rtMSPE (8.1), seguido pelo modelo de Gompertz, e o modelo Logistico-
Bicompartimental. Por outro lado, avaliando os volumes de gases estimados pelos modelos,
temos que, comparado com os valores médios observados, todos os modelos conseguiram
predizer com acurdcia os volumes de gases produzidos a 24, e 72 horas. E com excepcao dos
modelos de Gompertz e Logistico, todos os modelos conseguiram estimar adequadamente
os volumes de gases produzidos a 12, 48 e 96 horas. Unicamente, o modelo Logistico-
Exponencial + Lag e o modelo de Gompertz ndo apresentaram diferengas significativas na
estimativa de To.s e de maneira similar o modelo Logistico-Exponencial + Lag, Logistico-
Exponencial e Bicompartimental, conseguiram estimar com acurdcia o volume de gases
produzido a Tos. O tempo de lag variou com o modelo usado para sua estimativa, os valores
mais altos foram estimados pelo modelo Logistico-Bicompartimental e Exponencial +
Gompertz com valores de 4.6 e 4.4 horas, respectivamente. Os modelos Logistico, de France,
Logistico-Exponencial + Lag e de Gompertz estimaram tempos de lag de 0.67, 0.48, 0.36 ¢
0.11 horas respectivamente.

A taxa de degradacdo também apresentou variagdes entre os modelos. O modelo

Exponencial + Gompertz estimou uma taxa de degradag¢do de 11,3% / h para a fragdo
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lentamente degradéavel e de 2.4% / h para a fragdo rapidamente degradavel. O contrario
ocorreu com o modelo Logistico-Bicompartimental onde foi observada uma maior taxa de
degradacdo na fragdo rapidamente degradavel 9.6% / h e 1.8% / h para a fragdo lentamente
degradavel. Os modelos Logistico-Exponencial + Lag, Exponencial, Logistico-Exponencial,
de France e Logistico estimaram taxas de degradacdo similares, com valores de 3.3, 3, 3.5,

2.8, ¢ 2.5 %/ h, respectivamente.
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Tabela 3.4. Critérios estatisticos, volumes de gases preditos e pardmetros estimados para 8 modelos matematicos de producdo de gases in vitro

Modelo AICe RSS R> rMSPE Vo V. Vs V7 Vos Tos Vos \%i k lag Vi ki V2 k2
Valores Observados 49,1 82,8 119,9 141,5 153,0 21,6® 76,5
Logistico Exponencial + Lag 83,02 79,16 0,998 2,22 478 82,5 123,0 1419 150,7 229 79,5 159,0 3,3% 0,36
Exponencial + Gompertz 74,22 39,65 0,999 1,57 48,8 834 121,0 141,5 153,0 84,4* 1689 4,40 144,7 2,4% 24,1 11,3%
Exponencial 80,15 110,69 0,997 2,63 483 82,0 122,2 142,0 151,9 23,6 81,0* 1619 3,0%
Logistico Exponencial 81,91 95,76 0,997 245 47,7 82,3 123,1 142,0 150,7 22,9%* 793 158,6 3,5%
France 84,31 90,09 0,997 237 48,5 82,2 122,1 1419 152,0 25,9* 86,0* 163,0 2,8% 0,48
Logistico Bicompartimental 109,08 280,82 0,993 4,19 49,9 82,5 122,7 142,9 1483 74,9 149,7 4,68 48,1 9,6% 101,6 1,8%
Gompertz 111,58 547,85 0,985 5,85 42,4* 832 128,4* 140,33 143,0* 20,5 71,9* 143,8 6,8% 0,11
Logistico 122,16 1064,52 0,972 8,16 41,3* 81,3 130,5* 138,8 139,8* 28,6¥ 957* 139,9 2,5% 0,67
EP 2,17 447 6,10 6,89 735 0,51 1,59 3,02
p-Valor <0,001 0,886 <0,001 0,83 <0,001 <0,001 <0,001

AICc = Critério de informag@o de Akaike corrigido, RSS = Soma dos quadrados residuais; R2 = Coeficiente de determinagéo entre os valores preditos ¢ observados; rMSPE =
Erro de predigdo quadrado médio; v12, v24, v48, v72, v96 = gases produzido (mL) a 12, 24, 48, 72 e 96 h, respectivamente; T0.5 = Tempo a metade da produgédo de
gasesmaxima; V0.5 = gases produzido (mL) a T0.5; Vf= volume de gases final assintdtico (mL); k = taxa de degradagdo (%/h); VF1 = Gases produzidos pela fragdo
rapidamente degradavel; V2 = gases produzidos pela fracdo lentamente degradavel; k1, k2 = Taxa de degradacdo da fragdo rapida e lentamente degradavel, respectivamente.
* Na mesma coluna, difere significativamente dos valores Observados pelo teste Dunnett a 0,05 confianga. EP = Erro Padrao; p-Valor = p-Valor do Anova.

2 Metade do volume final de gases; ® Tempo médio estimado usando regressdo polinomial a partir da metade do volume final de gases.
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3.2.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando um delineamento em quadrado latino 4 x 4,
com quatro periodos e quatro fontes de inoculo e quatro tratamentos (niveis de inclusdo de
TD). Os cinco tempos de incubacdo foram considerados como uma subparcela do
tratamento. As medias das varidveis avaliadas foram comparadas usando contrastes
ortogonais, comparando os tratamentos com inclusdo de TD contra a dieta sem TD; TD0%
vs TD9% (1,-1,0,0) TD0% vs TD27% (1,0,-1,0), TD0% vs TD45% (1,0,0,-1).

Foi realizado anélise de regressao para avaliar o efeito das doses crescentes de TD
nas variaveis avaliadas em cada tempo de incubagdo e teste de correlacdo de Pearson para
avaliar a relagdo entre variaveis independentes. Para a analise de composi¢do bromatologica,
os dados foram avaliados como um desenho em blocos aleatorizado (DBC), usando periodo
como bloco e contrastes ortogonais para a comparacao das medias. Andlise de regressao
foram realizados para avaliar os efeitos das doses crescentes de TD sobre a composi¢do
bromatolégica. Em todos os casos foi realizado teste de normalidade de Shapiro Wilk e de
Homesedasticidade de Bartlett. E onde necessario os dados foram transformados usando
transformagdo exponencial, logistica ou raiz quadrada. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software R (R Core Team, 2021) e os pacotes “stats”, “ImerTest”,
“emmeans”’, “multcomp” e “ggplot2” (Hothorn et al., 2008; Kuznetsova et al., 2017; Lenth,
2021; Wickham, 2016).

Os dados oriundos da producdo de gases in vitro foram avaliados usando modelo estatistico
abaixo:

Yijkim = u+ti+ L+ e+ ejjig + Ty + (T/Dim + €imu

Onde: Yju-Observagdo do tratamento i na linha j na coluna & da repeti¢@o / no tempo m
1 = efeito médio geral
t; = efeito do tratamento i (sendo i o nivel de TD)
l; = efeito da linha j (periodo)
¢ = efeito da coluna k (fonte do indculo)
e;jk; =erro aleatorio atribuido a parcela

T, = efeito do tempo m (tempo de incubagdo, 2, 6, 10, 24, 96h)
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(t/T)ym = efeito do tratamento dentro de tempo de incubagdo

eum = erro aleatdrio atribuido a subparcela

Os dados da composig¢ao bromatologica
Yijk = u+ti+ b+ e
Onde: Y- Observagdo do tratamento i no bloco j da repeticao k
u = efeito médio geral
t; = efeito do tratamento i (nivel de TD)

l; = efeito da bloco j (periodo)

e;jx =erro aleatdrio

Os atributos derivados da producdo de gases in vitro das dietas para a sele¢do do melhor
modelo de cinética ruminal, foram avaliados usando o modelo estatistico:
Yijk = u+ti+ e
Onde: Y;;-Observagao do tratamento i da repeticao j
1 = efeito médio geral
t; = efeito do tratamento i (nivel de TD)

e;j =erro aleatorio

3.3 Resultados

3.3.1 Composicio quimica

A composi¢do quimica dos substratos utilizados estd apresentada na tabela 3.3. O
contetido de cinzas, FDA e lignina das dietas aumentou linearmente (R?=0,90; 0,23; 0,66;
respectivamente) com a inclusdo de TD. O conteudo de fenois totais e taninos totais diminuiu
de maneira linear com o aumento na inclusio de TD na dieta (R?=0,74; 0,80;
respectivamente) € 9% de inclusdo de TD foi suficiente para reduzir o contetdo de taninos
significativamente, em relacdo a dieta sem TD. Em contraste, o aumento de TD na dieta ndo
conseguiu explicar de maneira significativa a variabilidade nos outros componentes
bromatologicos (p-valor da regressao > 0,05). No caso das cinzas (MO — 1000), 15% de
inclusdo de TD foi suficiente para proporcionar diferencas (P<0,05) vs. o controle sem TD

(TD0%), por outro lado, apesar de ter uma correlacdo linear, so a dieta com 45% de TD teve
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maior contetido de FDA quando comparada com o controle. Similar foi o caso do contetido
de lignina e de extrato etéreo nas dietas, os quais nas inclusdes de 27% e 45% de TD foram
significativamente diferentes do controle. Nao foram observadas diferengas significativas

das dietas em relagdo ao controle no contetido de PB, FDN ou CNF.

3.3.2 Atributos estimados da cinética de fermentacio in vitro

Os parametros estimados da cinética de fermentacdo das dietas estdo apresentados na
tabela 3.5. O modelo selecionado para a estimacao dos atributos da cinética de fermentacao
foi o modelo Logistico Exponencial + Lag descrito por (Wang et al., 2011) de acordo com
os resultados apresentados na sec¢ao 3.4.

O nivel de inclusdo de TD nio teve efeito linear sobre os parametros da cinética de
fermentagdo. Porém, o volume final assintético de gases produzido (Vf) foi menor na dieta
com a inclusdo mais alta de TD quando comparada com o controle sem TD. Similar € o caso
do volume de gases na metade da produ¢ao maxima (Vto.5) onde a dieta TD45% produziu
menos gases do que a dieta TD0%. A taxa de produgdo de gases (k) esteve em torno de 3,0
a 3,6 % por hora, sem diferencas significativas nos tratamentos, similar foi o caso do tempo
de /ag que também ndo variou entre os tratamentos (P>0,05) com valores médios de 18 a 24

minutos.

Tabela 3.5. Pardmetros estimados da cinética de fermentacdo de dietas com niveis crescentes de Tithonia diversifolia

Parametro TD0% TD9% TD27% TD45% EP p -Valor
Vf (mL/gMS) 166,0 158,7 158,9 152,2%* 4,63 0,0249
k (%/h) 3,3 3,0 3,3 3,6 0,16 0,1223
L (h) 0,4 0,3 0,4 0,4 0,20 0,0972
t0.5 (h) 22,7 23,7 23,0 22,0 0,65 0,1705
v24 (mL/gMS) 86,2 80,2% 82,3 81,4 2,21 0,0344
vt0.5 (mL/gMS) 83,0 79,4 79,4 76,1% 2,32 0,0267
u0.5 (%/h) 3,2 3,0 32 3.4 0,10 0,1353

* Dentro da mesma linha, difere significativamente do tratamento 0%TD usando contrastes ortogonais a p < 0,05; EP =
Erro padrdo; p-Valor = p-Valor minimo da comparagdo por contrastes ortogonais; Linear = p-Valor da regressio
linear.; Vf = volume de gases final assintotico; k = taxa de produgdo de gases; L: lag time; v24 = volume de
gases produzido a 24 h; t0.5 = Tempo a metade da produgdo de gases maxima; vt0.5 = volume de gases

produzido a t0.5; u0.5 = taxa de produ¢ao de gases a t0.5.
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Fig. 3.1. Curvas estimadas* de producdo de gases in vitro para 4 dietas com niveis crescentes de inclusdo
de TD. A linha ponteada representa os valores médios observados de producao de gases para os 4
tratamentos. *(Wang et al., 2011)

3.3.3 Fenois e Taninos Totais

Foi observada uma diminuicao linear (p <0,001) na concentracdo tanto de fenois
totais (R? = 0,74) quanto de taninos totais (R*> = 0,80) como consequéncia da inclusdo de TD
nas dietas (Tabela 3.6). No caso dos fendis totais, todas as dietas com inclusao de TD tiveram
uma valores significativamente inferiores quando comparados contra a dieta controle. E no
caso dos taninos totais unicamente a dieta com 9% de TD ndo apresentou diferencas
significativas respeito ao controle sem TD.

Tabela 3.6. Contetudo de fenois totais e taninos totais de dietas com niveis crescentes de Tithonia diversifolia

Parametro 0%TD  9%TD 27%TD 45%TD SE p-Value L R?
FT (gAT/kg MS) 7,67 6,73* 5,79% 4,81% 0,24 <0,001 <0,001 0,74
TT (gAT/kg MS) 4,30 3,66 3,02% 2,33% 0,29 <0,001 <0,001 0,80

FT: fenois totais, TT: taninos totais (expressados como gramas de acido tanico por kg de matéria seca.

* na mesma linha, difere significativamente do controle (TD0%) na comparagéo por contrastes ortogonais. EP:
Erro padrio, L : p-valor da regressio linear entre o nivel de TD e a quantidade do componente na dieta, R2:
Coeficiente de determinagdo da regressao.

3.3.4 Producio de gases in vitro

A produgdo de gases acumulativa in vitro (mL/gMOD) das dietas com inclusdo de
TD estéd apresentada na tabela 3.6 (Fig.3.2 (a)). Nao houve um efeito claro da inclusdao da
TD na producdo de gases in vitro. Unicamente as 6 horas ap6s a incubagdo o volume dos

gases teve um leve aumento linear (R? = 0,19 p <0,05) como consequéncia da inclusdo de
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TD. Porém, a quantidade de gases produzida nesse tempo pelas dietas com inclusdo de TD
ndo foi diferente da dieta controle. A 24 horas de incubagdo a dieta 9%TD produziu menor

volume de gases (P<0,05) do que a dieta sem TD.

3.3.5 Degradabilidade ir vitro da matéria organica

Os resultados da degradabilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) estio
apresentados na tabela 3.7 (Fig. 3.2 (b)). A 6 horas de incubagdo o aumento de TD na dieta
incrementou de maneira linear a DIVMO (P<0,05). A 10 horas de incubagao o incremento
da degradabilidade em relagdo a inclusao de TD foi quadratico (p<0,05). Apesar disso, em
ambos os casos o coeficiente de determinacao foi baixo (0,18 e 0,16; respectivamente). A 6
horas de incubagdo a degradabilidade da dieta com a maior inclusdo de TD (45%) foi
significativamente maior quando comparada com a dieta sem TD. Nao foram observados

efeitos significativos da dieta sobre a DIVMO nos demais tempos de incubagao

3.3.6 Producao de metano in vitro

Os resultados da produg@o de metano in vitro (mL / g MOD) estao apresentados na tabela
3.7. Nao foi observado um efeito significativo do nivel de inclusdo sobre a produgdo de
metano (Regressdao > 0,05) dos tempos de incubagdo avaliados. Entretanto a dieta com 9%
de TD apresentou de maneira geral, menor produgdo de metano do que a dieta sem TD (Fig.
3.2 (c¢)) com uma producao significativamente inferior as 24 e 96 de incubagdo. Nao foram

observados efeitos da dieta sobre a produgdo de metano em nos demais tempos de incubagao.

Tabela 3.7. Producdo de gases in vitro, degradabilidade in vitro da matéria organica e producdo de metano de

quatro dietas com niveis crescentes de TD em cinco tempos de incubag@o.

Tempo de
0%TD 9%TD 27%TD 45%TD EP p - Valor L Q R?
Incubagdo

Producdo de gases in vitro (mL / g MOD)

2 2,19 2,41 1,64 1,83 0,1537
6 9,24 9,51 10,54 10,80 0,1819 0,006 0,19
10 20,79 17,94 18,49 18,53 3,011 0,1136
24 48,33  41,71%* 43,81 44,18 0,0373
96 104,46 101,05 106,93 91,52 0,1054
Degradabilidade in vitro da matéria orgéanica (g / kg)
2 341,34 323,08 329,00 368,49 0,1794
6 370,20 380,89 398,13  426,49* 17,871 0,0198 0,009 0,18

10 448,67 417,56 437,03 47025 0,1324 0,077 0,045 0,16
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24 533,54 508,12 516,16 547,76 0,2047
96 686,77 687,56 703,20 669,55 0,3724
Produgédo de metano (mL / g MOD)
2 0,054  0.029 0,056 0.049 0,9385
6 0.387  0.297 0.335 0.363 0,7855
10 1,572 0,942 1,273 1,251 0,3155 0,0928
24 4,162 2,980* 3,649 3,575 0,0096
96 5,549  4,670% 4,958 4,837 0,0317

* Dentro da mesma linha, difere significativamente do tratamento 0%TD usando contrastes ortogonais a p <
0,05; EP = Erro padrao; p-Valor = p-Valor minimo da comparagio por contrastes ortogonais; L, Q = p-Valor da
regressao linear e quadratica, respectivamente. R? = Coeficiente de determinacdo; MOD = Materia organica

degradada.

3.3.7 Parametros da fermentacao ruminal

Os resultados da concentracdo de AGCC (umol/mol (v/v)) estdo apresentados na tabela
3.8. Na figura 3.2 (d) esta apresentada a concentragao de AGCC através do tempo para as
quatro dietas apesar de que a dieta com 45 % de TD teve uma menor concentragdo de AGCC
totais, ndo foram encontradas diferencas significativas quando comparada contra a
concentracdo de AGCC da dieta sem TD na maioria dos tempos de incubagao. No entanto,
as 6 horas de incubacdo foi observado um efeito negativo (p<0,05) na concentragdo de
AGCC, (R* = 0,15) de acordo com aumento de TD nas dietas. De maneira similar, as 10
horas de incubagdo a dieta TD45% apresentou menor concentracio de AGCC quando
comparado com a dieta sem TD.

Com excessdo de 96 h, foi observada um efeito negativo na concentragio de acetato (R*
=0.12 — 0.19) com o aumento do nivel de inclusdo de TD nas dietas. A 6, 10 ¢ 24 h de
incubagdo a concentragao de acetato na dieta com o maior contetido de TD (TD 45%) foi
significativamente (p <0,05) inferior a aquela das dietas sem TD. Quando comparada com a
dieta controle, nao foram observadas diferencas na concentragao de acetato a 2 ¢ 96 horas
de incubagao.

A 2 e 6 horas de incubacdo ndo foram observadas diferencas na concentracio de
propionato em relacdo ao controle, nem foram observados efeitos do nivel de inclusdo (p >
0,05). Entretanto, a 10, 24 ¢ 96 horas foi observado sim um efeito linear da inclusao de TD
sobre a concentracdo de propionato (R = 0,24, 0,13, 0,11, respectivamente); com valores
mais baixos de propionato nas inclusdes mais altas de TD. A concentracdo de propionato
nas dietas com 45% de TD foi significativamente (<0,05) menor do que a dieta sem TD nos

tempos 10, 24 e 96 h (17,82 vs 21,66, 27,13 vs 31,24 e 40,9 vs 44,9 umol / mol,
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respectivamente). Nao foram observadas diferengas significativas na concentragdo de
butirato em nenhum dos tempos de incubagao.

Unicamente a 10 h de incubagdo foram observadas diferencas na propor¢ao de
acetato:propionato (A:P). Foi observado um efeito positivo (p<0,05) na propor¢do, (R? =
0,13) associada ao aumento na inclusdo de TD na dieta. Apesar disso, a propor¢do A:P de
nenhum dos niveis de inclusdo de TD diferiu significativamente do tratamento controle.

So6 foram observadas diferencas nas concentragdoes de valerato as 96 h de incubacao.
Nesse tempo, foi observada uma diminui¢do na concentracdo de valerato, explicada
parcialmente (R? = 0,20) pelo aumento da TD na dieta. Somente a dieta com 45% de inclusio
foi significativamente diferente da dieta sem TD (4,47 vs 5,51 umol / mol, respectivamente).
Nao foram observadas mudangas nas concentragdes de valerato nos demais tempos de
incubacdo. As 2, 6 e 10 horas de incubagio foi observado um efeito positivo na concentragio
de isovalerato (R*> = 0,13; 0,10; 0,09; respectivamente) associado ao aumento na quantidade
de TD na dieta. A concentragdo de isovalerato foi significativamente maior na dieta com
45% de TD, quando comparada contra a dieta controle, nos tempos 2, 6 e 10 h. Por outro
lado, a 24 ¢ 96 h nao foram observadas diferencas nas concentracoes de isovalerato.
Unicamente a 2 ¢ 6 horas de incubacdo foi observado um efeito linear da inclusao de TD
sobre a concentracdo de isobutirato (p<0,05; R?=0,20; 0,19). A concentracio de isobutirato
aumentou com a inclusdo de TD nesses tempos; e com excecdo de 96 h, a concentragao foi
significativamente maior na dieta TD 45% quando comparada com a dieta sem TD nos
demais tempos de incubagao.

Os resultados de nitrogénio amoniacal (N-NHj3), fator de particionamento, biomassa
microbiana, populacdes de protozoarios e pH estdo apresentados na tabela 3.9. Foi observada
uma relagdo negativa entre o aumento do nivel de TD na dieta e a concentracao de nitrogénio
amoniacal nos tempos de incubagio 10, 24 e 96 (R? = 0,42; 0,15; 0,14; respectivamente). A
10 e 96 horas a dieta com 45% de TD teve uma concentragdao de N-NH3 significativamente
inferior do que a dieta controle (23,55 vs 29,24 ¢ 50,11 vs 54,70 mg/dL, respectivamente).

O fator de particionamento (FP) incrementou linearmente com o aumento da inclusao
de TD na dieta em todos os tempos de incubacdo com exce¢ao do 96 h. De maneira similar,
os valores de biomassa microbiana (BM) foram significativamente maiores na dieta TD45%
quando comparados com a dieta controle TD0%, e foi observado uma tendencia linear
associada ao aumento da inclusdo de TD na dieta nos diferentes tempos.

Nao foram observados efeitos da inclusdo de TD nas dietas sobre as populagdes de

protozodrios. O pH entre os substratos variou entre 6.4 a 7.0, com valores mais baixos nos
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tempos mais altos de incubagdo. Foi observado um aumento linear no pH dos substratos

explicado parcialmente pelo aumento da TD nas dietas (R = 0.26 — 0.53).
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Fig 3.2. Comportamento ao longo dos tempos de incubagao da produgéo de gases (a), DIVMO (b), Metano (c), AGCC

total (d), Nitrogenio Amoniacal (¢) e Biomassa micorbiana (f).
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Tabela 3.8. Concentragdio de AGCC (umol/mol) e pH de 4 dietas com niveis crescentes de TD em 5 tempos de incubag@o.

Tempo de 0%TD  9%TD  27%TD  45%TD SE p - Value L R
Incubacgao
AGCC Total
2 73,76 75,32 72,17 68,44 0,2641
6 86,05 85,88 85,14 78,23 0,1201
10 100,26 98,81 95,64 89,86 4321 0,0529 0,014 0,15
24 125,78 125,73 122,95 115,33* 0,0488
96 170,10 172,72 168,65 163,65 0,1919
Acetato
2 50,846 51,206 48,92 46,2 0,0738 0,0195 0,15
6 55,73 54,52 53,57 49,93* 0,0349 0,0317 0,12
10 60,23 58,45 56,78 54,15% 1,612 0,0293 0,0068 0,19
24 68,30 67,40 65,88 62,27* 0,0302 0,0217 0,13
96 84,22 84,87 83,58 82,60 0,4788
Propionato
2 11,82 12,47 11,54 10,27 0,358
6 15,91 16,43 16,14 13,54 0,178
10 21,66 21,89 20,29 17,82%* 1,173 0,048 0,002 0,24
24 31,24 32,48 30,73 27,13* 0,038 0,021 0,13
96 449 47,08 44,60 40,9* 0,041 0,031 0,11
Butirato
2 8,50 8,73 8,47 8,06 0,669
6 11,11 11,16 11,30 10,10 0,348
10 14,09 13,70 13,56 12,56 0,997 0,174
24 19,76 18,84 19,24 18,75 0,349
96 27,13 25,90 27,01 26,27 0,262
AP
2 4,34 4,20 4,32 4,52 0,241
6 3,52 3.4 3,36 3,69 0,257
10 2,78 2,72 2,81 3,04 0,133 0,100 0,021 0,13
24 2,19 2,09 2,17 2,30 0,454
96 1,88 1,81 1,87 1,97 0,509
Valerato
2 0,645 0,684 0,685 0,720 0,259
6 1,05 1,07 1,07 1,04 0,817
10 1,45 1,48 1,38 1,33 0,1652 0,236
24 2,41 2,45 2,29 2,14 0,075
96 5,51 5,19 4,78 4,47* 0,001 0,005 0,20
Isovalerato
2 1,56 1,71 1,74 1,87* 0,043 0,022 0,13
6 1,92 2,08 2,12 2,29* 0,040 0,041 0,10
10 2,26 2,49 2,41 2,75% 0,193 0,031 0,048 0,09
24 3,33 3,65 3,60 3,63 0,197
96 6,49 6,93 6,56 5,53 0,303
Isobutirato
2 0,37 0,51 0,78 1,27* 0,019 0,005 0,20
6 0,31 0,60 0,91* 1,31* 0,005 0,007 0,19
10 0,54 0,78 1,20 1,23* 0,430 0,022
24 0,72 0,89 1,18 1,18* 0,049
96 1,83 2,74 2,09 2,94 0,192
pH
2 6,8 6,8 6,9* 7,0* 0,005 <0.001 0,39
6 6,7 6,8 6,9* 7,0* 0,005 <0,001 0,53
10 6,7 6,8 6,7 6,9%* 0,04 0,008 0.001 0,26
24 6,3 6,4 6,4 6,5 0,064
96 6,3 6,4 6,4 6,5*% 0,008 0,004 0,21

* Dentro da mesma linha, difere significativamente do tratamento 0%TD usando contrastes ortogonais a p < 0,05; EP
= Erro padrio; p-Valor = p-Valor minimo da comparagao por contrastes ortogonais; Linear = p-Valor da regressdo
linear.
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Tabela 3.9. Nitrogénio amoniacal, fator de particionamento, biomassa microbiana, populagdes de protozoarios e pH de

4 dietas com niveis crescentes de TD em 5 tempos de incubag@o.

Tempo de
0%TD 9%TD 27%TD 45%TD SE p - valor L Q R?
incubacio

Nitrogénio amoniacal (mg / dL)

2 21,61 22,14 22,57 19,02 0,252

6 23,27 23,94 23,50 22,73 0,753

10 29,24 28,61 25,06 23,55% 2,045 0,032 <0,001 0,42

24 34,80 36,99 31,67 31,81 0,193 0,014 0,15

96 54,70 54,98 53,88 50,11%* 0,065 0,018 0,14
Fator de particdo

2 11,84 12,28 13,32 16,90* <0,001  <0,001 - 0,43

6 5,69 6,06 6,16 7,58* 0,001 <0,001 - 0,32

10 4,57 4,59 4,82 5,68% 0,441 0,043 <0,001 - 0,32

24 3,21 3,68 3,45 3,89% 0,008 0,006 - 0,20

96 2,78 2,73 2,81 2,84 0,671 - - -
Biomassa microbiana (mg)

2 134,03 132,26 133,26 180,02* 0,023 0,001 0,001 0,32

6 151,82 171,15 179,38 234,45* 0,001 <0,001 - 0,50

10 207,12 188,17 205,19 247,35% 15,195 0,038 <0,001 <0,001 0,37

24 236,87 226,96 245,92 279,62%* 0,038 <0,001 - 0,30

96 349,24 317,01 334,85 319,26 0,078 - - -
Protozoarios (x10°/mL)

2 7,45 5,72 7,10 7,83 0,080

6 7,46 6,54 5,82 6,67 0,093

10 6,15 6,55 5,53 6,16 8,257 0,484

24 2,85 2,99 2,88 1,83 0,265

96 0,39 0,15 0,07 0,04 0,683

* Dentro da mesma linha, difere significativamente do tratamento 0%TD usando contrastes ortogonais a p < 0,05; EP
= Erro padrdo; p-Valor = p-Valor minimo da comparagéo por contrastes ortogonais; Linear = p-Valor da regressao

linear.

3.4  Discussdo
3.4.1 Modelos de producio de gases in vitro

Apesar de ter o melhor desempenho estatistico, o modelo Exponencial + Gompertz foi
menos acertivo para estimar parametros da fermentagdo biologicamente razonaveis;
estimando /ag muito elevado (4,4 horas) e igualmente uma taxa de degradacdo para a fragao
lentamente degradavel muito mais alta (11.3%/h) do que a taxa da fra¢do rapidamente
degradavel (2,4 %/h). O similar o ocorreu para o modelo logistico Bicompartimental. Assim,
dado que o desempenho estatistico foi adequado, ndao houve diferencas significativas entre

os volumes preditos nos diferentes tempos e os parametros derivados foram considerados
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biologicamente normais, o modelo Logistico-Exponencial + Lag descrito por Wang et al.
(2011), foi selecionado como o modelo para ajustar os dados da cinética de fermentagao in
vitro das dietas experimentais.

O uso de modelos matematicos de fermentagao para predizer a cinética fermentativa, ¢
util porque estes permitem obter dados valiosos sobre a cinética fermentativa a partir de
relativamente pouca informagdo; como por exemplo o volume de gases produzido
(Getachew et al., 1998; Makkar, 2004). Dados como o volume assintotico, a taxa de
producao de gases, o T0.5, o tempo de lag sdo alguns dos exemplos que em condigdes in
vivo precisariam de complementos complicados para a sua obtencao (Azevedo et al., 2020).
No presente estudo ndo foram observadas maiores diferencas entre os pardmetros estimados
matematicamente, porém, foi possivel observar coincidéncias entre os valores observados e
os valores estimados que permitem concluir que o modelo se ajusta bem a uma diversidade
de curvas. Rivera ef al. (2021), reportaram, ao usar o modelo de Gompertz em dietas com
TD e U. brizantha, Vf, taxa de degradagdo e lagtime de 215 mL, 1%/h e 3,7 horas
respectivamente. Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos cientificos sobre parametros
estimados da cinética de fermentagdo em dietas com TD e concentrado que permitam uma

comparagdo com os resultados aqui obtidos.

3.4.2 Acoes dos fenois e taninos totais na degradacio in vitro

Delgado et al. (2012) e Galindo ef al. (2011), (2012), (2014) observaram aumento na
quantidade de taninos e fendis quando usaram TD nas suas dietas, e associaram a diminui¢ao
de bactérias e protozoarios a esse aumento nos taninos. No presente experimento, ¢ pouco
provavel que o contetido de taninos na TD tenha afetado as populagdes de microrganismos
ruminais no presente estudo, dado que o conteudo de fendis e taninos totais diminuiu com o
aumento da inclusdo de TD na dieta. E provavel que o contetido de fenéis na TD fosse baixo
comparado ao do feno de tifton, devido a secagem da amostra ou a idade avangada da planta
utilizada. Makkar (2003) explicou que a perdida de integridade celular produto da
senescéncia da planta incrementa os processos de oxidacdo de compostos fendlicos e que a
secagem ao ar durante tempos prolongados pode alterar a natureza e o contetido dos mesmos.
No presente estudo a TD utilizada nas dietas foi coletada a partir de material ruderal de idade
avancada, e foi secado ao ar durante varios dias. Esses dois fatores podem ter influido na

perda de compostos fenodlicos na planta como foi mencionado por Makkar (2003).
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3.4.3 Producao de gases, metano, degradabilidade e parametros da fermentacgao

O COz e 0 H> sdo os principais substratos utilizados pelas archeas metanogénicas para a
producdo de metano entérico (Greening et al., 2019; Hill et al., 2016; Morgavi et al., 2010).
Esses compostos também sao os principais subprodutos da fermentacao dos carboidratos em
AGCC, e compdem a maior parte dos gases mensurados durante a producao de gases in vitro
(Bliimmel et al., 1997; Getachew et al., 1998). No entanto, a fermentagdo de carboidratos
em propionato ndo contribui com a produ¢ado direta de CO> e Ha, sendo estes subprodutos
unicamente da fermentagdo de acetato e butirato (Blimmel et al., 1997; Getachew et al.,
1998). Dessa maneira, alimentos que favoregam a presenca de microrganismos
propiogénicos produzem menor quantidade de gases in vitro. Usualmente o aumento na
produgdo de acetato esta associado ao aumento na propor¢ao de volumoso na dieta (Church,
1979), e dado que no presente experimento essa propor¢ao se manteve igual entre as dietas,
ndo sdo esperadas mudancas nas concentracdes de AGCC nem na produgdo de gases, como
foi observado. Isto € consistente com a produgao de gases e de metano observada no presente
experimento, pois ndo houve diferencas atribuidas ao aumento na inclusdo de TD (Tabela
3.10). Resultados similares usando TD tém sido reportados por Mauricio et al., (2014),
Ribeiro ef al., (2016), Terry et al., (2016).

Por outro lado, a reducdo na produgdo de AGCC totais na dieta TD45% (Fig. 4), parece
ter sido consequéncia da diminuicao tanto do acetato quanto do propionato, sem maiores
alteracdes na propor¢do A:P. Tem sido reportado (Sallam et al., 2007) que alimentos com
alto conteudo de FDA estdo associados a uma menor produ¢do de AGCC devido a baixa
degradabilidade dos carboidratos estruturais.

Geralmente o volume de gases produzido in vitro esta altamente correlacionado com a
degradagdo do substrato; volumes de gases mais altos sdo frequentemente explicados por
uma alta degradabilidade (Bliimmel et al., 1997). No entanto, este ndo parece ser o caso em
todos os tempos de incubacdo, dado a baixa a correlagio (R? = 0,11 - 0,39) entre a
degradabilidade do DFDN e os gases produzidos (mL/g MO degradada) nos tempos iniciais
da fermentacdo (2, 6 h) (Fig. 2). Isto exemplifica como a producdo de gases nos primeiros
tempos de incubagdo ¢ produto dos carboidratos rapidamente degradaveis (ndo FDN),
enquanto o aumento da correlacdo nos tempos de incubagdo posteriores sugere que o
conteudo de celulose, hemicelulose e lignina (FDN) sejam os responsaveis pela produgao de
gases em tempos avangados da fermentagdo in vitro (10, 24, 96 h). Alguns autores
mencionam que com a incorporacdo de TD em substratos in vitro resultou em maior

degradabilidade (Jamarun et al., 2019; Pazla et al., 2018; Rivera et al., 2021) enquanto,
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outros ndo relataram diferengas significativas (Cardona Iglesias et al., 2017; Rivera et al.,
2013; Terry et al., 2016). Na maioria desses casos, as diferencas de degradabilidade foram
explicadas por mudangas na propor¢ao de carboidratos soluveis dentro dos substratos, mas
este ndo parece ser 0 caso para o presente experimento, pois o conteido de CNF permaneceu
inalterado entre os tratamentos. No presente estudo foi observada uma correlagdo moderada
entre a matéria organica verdadeiramente degradada e a concentragdo de isobutirato (R =
0.79) e isovalerato (R = 0.77) (Tabela 3.10), esses isoacidos sdo produto da degradagao
ruminal de aminoacidos; o que sugere que a degradabilidade do matéria organica presente
nas dietas estaba associada mais ao conteudo de proteina (R = 0.56 p < 0.001) do que ao

conteudo de fibra (FDN) (R = 0.34; p > 0.05) (Tabela 3.10).

o y=1.68+0.00389 x, R2=0.11, P = 0.067
4 y=7.7+0.0141 x, R*=0.39, P< 0.001
= y=8.94+0.0412 x, R?=0.65, P < 0.001
+y=-131+0.129x, R>=0.74, P < 0.001

1004 2
m y=-578+0.191x, R“=0.72, P<0.001
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Fig. 3.3. Relagdo entre degradabilidade do FDN e a produgdo de gases in vitro para 5 tempos de

incubagdo



Tabela 3.10. Matrix de correlagdo de Pearson para variaveis avaliadas nas dietas contendo TD.
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1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.  13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20, 21. 22, 23.

1. TD 1

2.MOVD 0,37° 1

3.DMO 0,67 0,89° 1

4. PG -0,08 -0,39° -0,22 1

5. CH4 -0,15 0,19 0,09 03 1

6. pH 0,67¢ 0,37¢ 0,62* -0,23 -0,16 1

7.ACE  -0,44° 0,37° -0,02 -0,38° 0,25 -0,42° 1

8.PRO -0,44° 033 0,01 -0,11 0,00 -0,39¢ 0,78 1

9.BUT -0,19 0,17 -0,04 -0,02 0,17 -0,53° 0,54* 0,66 1

10.iBUT 0,30 0,79* 0,6° -0,31 02 026 047° 043 0,20 1

11.iVAL 0,23 0,77* 0,61*° -0,25 0,15 0,04 0,5° 049 033 0,76 1

12.VAL -0,39° 0,28 0,02 0,10 0,27 -0,38° 0,54° 0,85* 0,66° 0,37° 0,4° 1
13. AGCC -0,36° 0,45¢ 0,08 -0,26 0,19 -0,41° 0,93* 0,93* 0,72* 0,56* 0,6* 0,76*° 1

14. A:P 0,28 -0,28 -0,08 -0,07 0,12 0,24 -0,43° -0,88* -0,61* -0,36° -0,39° -0,85* -0,7¢% 1

15.PTZ -0,08 0,13 0,01 -0,59° 0,04 0,02 032 -0,19 -0,11 -0,02 0,03 -0,38° 0,05 0,48" 1
16. N-NH3 -0,69* -0,27 -0,46° -0,03 -0,07 -0,4° 039° 041° 0,16 -0,22 0,00 029 034 -0,25 0,17 1

17.BM  0,53°* 091* 0,94* -0,33 0,10 0,56* 0,00 -0,01 -0,13 0,6 0,59 0,01 0,06 -0,04 0,11 -045 1

18. PB -0,08 0,56 0,29 -0,16 042° -0,22 0,51®° 045° 032 0,59 0,53° 0,52° 0,56 -0,34 -0,01 -0,13 043° 1

19.FDN -032 0,34 0,11 -031 049 -003 04° 009 0,04 021 0,13 005 026 0,15 041° 021 023 0,27 1

20. FDA  0,51° 0,82* 0,79° -0,30 0,22 0,42° 030 032 027 071* 0,63* 032 042° -0,31 -0,04 -0,31 0,70° 0,42° 0,24 1

21.EM  -0,10 0,69* 0,39° -0,40° 0,40° 0,06 0,72* 0,58 0,29 0,74* 0,55 0,47° 0,72* -0,38° 0,12 0,03 045° 0,66° 0,62* 0,68 1
22.MM 0,66 -0,06 0,17 -0,21 -0,45° 046" -0,34 -0,30 -0,20 0,06 -0,07 -0,29 -03 0,19 -0,14 -0,36° 0,04 -0,31 -0,54* 0,16 -0,30 1
23.CNF 025 -0,49° -0,21 036° -0,54* 0,06 -0,51° -0,21 -0,14 -0,41° -0,28 -0,21 -0,4° -0,02 -0,33 -0,01 -0,35 -0,56* -0,94° -0,39¢ -0,76* 0,45° 1

TD: Tithonia diversifolia; MOVD:Materia organica verdadeiramente degradada; DMO: Degradabilidade da matéria organica; PG:

Produgio de gases (mL/gMOD); CH4: Produgdo de metano;
AGCC: Concentragdo de acidos graxos de cadeia curta; ACE: Acetato; PRO: Propionato; BUT: Butirato; iBUT: Isobutirato; iVAL: Isovalerato; VAL: Valerato; A:P: Proporgao acetato:propionato;
PTZ: Numero de protozoarios; N-NHj3: Nitrogénio amoniacal, BM: biomassa microbiana; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em detergente acido; EM: Energia
metabolizavel; EE: Extrato Etéreo; MM: Materia mineral; CNF: Carboidratos néo fibrosos; Valor p da correlagio: ®: p < 0,001; *: p <0,01; % p < 0,05
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3.4.4 Sintese de proteina microbiana

A falta de correlagdo entre a degradabilidade do substrato e o volume de gases produzido
nos tempos iniciais da incubagdo (Fig 3.3), pode sugerir também que a maior parte do
substrato estava sendo convertido em proteina microbiana em vez de ser fermentada em CO»
e CHs (gases). Em relacao a isto, Blimmel et al, (1997) mostraram, com calculos
estequiométricos, como um substrato com menor producdo de gases poderia ter maior
quantidade de biomassa microbiana produzida do que um substrato com maior producao de
gases. Segundo os autores, isto se deve a que a relagdo entre a eficiéncia microbiana e a
producao de AGCC nao sdo constantes. Este poderia ser o caso do presente estudo; sendo
suportado pelos valores de fator de particionamento (FP) e biomassa microbiana (BM)
(tabela 3.9). O fator de particionamento resume a relagdo entre os gases produzidos e o
substrato degradado, sendo que valores mais altos estdo relacionados a maior eficiéncia
microbiana; e a BM estima quanto do substrato degradado foi usado para sintese microbiana
(em mg) Bliimmel ez al. (1997). Nos tempos iniciais da fermentagdo, as dietas tenderam a
apresentar maiores valores de FP ¢ BM a medida que a inclusdo de TD aumentou com a
inclusdo TD45% apresentando valores maiores de FP ¢ BM quando comparados a dieta
controle.

O efeito positivo nos primeiros tempos de incubagdo observada nos acidos
i1sobutirico e isovalerico (Tabela 3.8) também sugere que niveis crescentes de TD na dieta
tem um efeito positivo sobre a sintese de proteina microbiana. Os iso-acidos (valérato,
isovalerato, isobutirato e 2-metilbutirato) sdo sintetizados no rimen a partir de aminoacidos
ramificados. O isobutirato e isovalerato sao produto da de-aminagdo oxidativa da valina e
leucina, respectivamente (Andries ef al., 1987). Andries et al., (1987) relataram sobre o
importante papel dos iso-acidos no crescimento bacteriano através do fornecimento de
esqueletos de carbono para a biossintese de proteina microbiana. Multiplos estudos tem
reportado os beneficios da suplementacdo de iso-dcidos para ruminantes. Entre eles, a
melhoria da digestao e estimulacdo dos microrganismos ruminais (Liu et al., 2014; Liu,
Wang, Huang, et al., 2009; Liu, Wang, Yang, et al., 2009), a potencializacdao da fermentacao
ruminal (Liu et al., 2008, 2016; Liu, Wang, Huang, et al., 2009), e o incremento da
degradabilidade da celulosa e hemicelulose (Roman-Garcia, Mitchell, Denton, ef al., 2021;
Roman-Garcia, Mitchell, Lee, et al., 2021; Wang et al., 2015). Similar ao encontrado no
presente estudo, Ribeiro et al. (2016) reportaram maior quantidade de isoacidos nas dietas

com mais TD na formulacdo e Akanmu et al. (2020) registraram maior quantidade de
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isobutirato e valerato em dietas de TMR, capim Lucerna e Eragostis quando incluiu nelas
extrato de TD.

Parece provavel entdo que a inclusdo de TD tenha efeitos benéficos sobre a sintese
de proteina microbiana (Fig. 3.1 f), nos primeiros tempos de incubagdo. Outro fator que pode
ajudar a suportar essa hipotese ¢ que o conteido de N-NH3 diminuiu com o aumento de TD
nas dietas. O N-NH;3 tem sido considerado como a fonte preferida de nitrogénio para o
crescimento de microrganismos fibroliticos (Russell et al., 1992)

Andries et al. (1987) mencionaram que diminui¢des na concentracdo da amonia no
ramen indicam que mais amdnia estd sendo convertida em proteina microbiana. Varios
autores tem mencionado também como o aumento na quantidade de N-NH3 ¢ produto da
degradacdo da proteina na dieta (Parker et al., 1995; Russell ef al., 1992). Porém, no presente
estudo ndo foram observadas diferengas significativas no teor de proteina entre as dietas
avaliadas que justifiquem a diminui¢do no N-NH3. Em condig¢des in vivo, o N-NH3 escapa
do rimen por méio da absor¢do na parede ruminal ou pela incorporagdo dessa amodnia nos
microrganismos (Slyter ef al., 1979). Dado que na produ¢do de gases in vitro a absor¢ao de
amonia pela parede ruminal € inexistente, ¢ possivel afirmar que a redugcdo de N-NH3 no
ramen nos tempos avangados da incubagdo se deve a incorporagdo de nitrogénio pelos
microrganismos ruminais. Hristov e Ropp (2003) mencionaram que entre o 32 ¢ 66% da
amonia no rimen era incorporada para nitrogénio microbiano.

Nos tempos iniciais da fermentacdo (2 e 6 h) a concentragdo de N-NHj3 ndo difere
entre as dietas, porém a medida que o tempo passou (10, 24 e 96 h) foi observado uma
correlagdo negativa entre o aumento de TD na dieta e a concentragao de N-NH3, o que pode
sugerir que a amonia produto da degradagdo da proteina da dieta estava sendo incorporada
Nnos microrganismos.

Outros autores também encontraram resultados positivos na sintese de proteinas
microbianas com o uso de TD. Galindo et al. (2011), (2012) reportaram que a substituicao
de 20% de Cynodon nlemfuensis por TD. aumentou a presenca de bactérias celuloliticas; e
Jamarun et al. (2019) e Pazla et al. (2018) também relataram maior sintese de proteina
microbiana ao incluir TD em suas dietas. Esses autores apontaram o maior teor de PB de
suas dietas com TD como o responsavel pela melhoria na degradagao da fibra consequéncia
de maior disponibilidade de amdnia para os microrganismos do rimen. No presente estudo
ndo houve diferenca no teor de PB que pudesse ser usada como justificativa para o aumento
da degradabilidade. Nao obstante, baseado no aumento no isobutirato e isovalerato pode ter

havido uma mudanca no perfil de aminoacidos da proteina consequéncia da inclusao de TD
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(p.ex. leucina e valina) que levou a uma melhor degradabilidade e eficiéncia microbiana.
Mais pesquisas sdo necessarias para corroborar isso.

De maneira geral parece que os efeitos da TD sobre a produgdo de gases in vitro e
parametros de fermentagdo ruminal sejam uma simples consequéncia da qualidade do
substrato utilizado. Em termos gerais o nivel de inclusdo de TD na dieta ndo foi um bom
preditor para nenhuma das varidveis da producdo de gases in vitro avaliadas no presente
experimento. O valor do coeficiente de determinacao foi moderado (R? <0,5) na maioria dos
casos onde houve uma regressao significativa, com alguns dos valores mais altos explicando
unicamente o 53, 50, 43 e 42% da variabilidade, como foi o caso do pH, Biomassa
Microbiana, Fator de Particionamento e Nitrogénio Amoniacal, respectivamente. Isto sugere
que a inclusdo de TD talvez tenha influéncia sobre a variabilidade das respostas, porém nao

¢ o unico fator que explica a mudancgas nos valores.

3.5 Conclusao
A substituicdo do feno de tifton por TD alterou a degradabilidade da dieta em alguns

horarios, mas ndo teve efeito sobre a cinética de fermentagdo, volume de gases produzido e
a producdo de metano in vitro. A inclusao do TD revelou ter um impacto positivo na sintese
de proteina microbiana que pode estar relacionado a uma maior eficiéncia microbiana
consequéncia de um aumento na qualidade do substrato. Mais pesquisas sdo necessarias para
corroborar esses resultados e entender melhor os efeitos de Tithonia diversifolia na dindmica

populacional ruminal.
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4 EFEITOS DE NiVEIS CRESCENTES DE Tithonia diversifolia, SOBRE A
DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES, FERMENTACAO RUMINAL E
EMISSOES DE CO:, CH4, N20 E NH3 DE OVINOS

Resumo

O uso de alimentos com o potencial para reduzir as emissdes de metano entérico,
melhorar a digestibilidade, e minimizar as perdas de nitrogénio da dieta sdo algumas das
intervengdes que tém sido mencionadas com potencial para mitigacao do impacto do setor
pecuario nas emissdes de efeito estufa. Apesar do seu potencial e relativamente abundante
informacao de experimentos in vitro envolvendo animais alimentados com Tithonia
diversifolia (TD), existem poucos estudos avaliando as emissdes de GEE e NH3 em
estudos in vivo. Assim, foram utilizados oito carneiros adultos castrados providos de
fistula ruminal em um arranjo experimental em quadrado latino 4 x 4 (4 periodos x 8
unidades experimentais) para avaliar os efeitos de dietas com quatro niveis crescentes de
TD sobre as emissoes de CO2, CHa, N2O e NH3, a digestibilidade aparente dos nutrientes
e parametros fermentativos ruminais. Os animais receberam quatro niveis crescentes de
TD (0, 9, 27 e 45%, base matéria seca) incluidos em dieta a base de Tifton 85, soja e
milho (60:40 relagao volumoso:concentrado). Durante cinco dias os animais foram
alocados em gaiolas metabodlicas para avaliacdo de digestibilidade. Posteriormente,
durante dois dias os animais foram alocados em camaras respirométricas para avaliagao
das emissdes de CO2, CHs, N2O e NHs. O liquido ruminal dos animais foi coletado em
cada periodo para determinacdo dos parametros fermentativos. A inclusdo de TD nao
afetou as emissdes de gases dos carneiros, nem sobre o consumo de MS, MO, PB ou
FDN, mas para o consumo de FDA houve um aumento com a maior inclusdo de TD. As
digestibilidades da MS, MO, FDN e FDA foram significativamente inferiores nas dietas
com 27 e 45% de TD. Nao houve efeito significativo da TD sobre a digestibilidade da
proteina, o balango do nitrogénio, nem na producdo AGCC. A concentragio de nitrogénio
amoniacal diminuiu com a inclusdo de TD e as concentracoes de isovalerato ¢ isobutirato
aumentaram nos animais alimentados com o maior conteido de TD. Os atuais resultados
corroboraram alguns dos resultados obtidos in vifro no capitulo anterior, porém, o poder
preditivo a partir do experimento in vitro foi baixo. De maneira similar a o que foi
encontrado no experimento in vitro, nas condigdes e proporgdes aqui avaliadas a TD nao
parece ter influéncia sobre as emissdes de metano e demais gases (CO2, N2O e NH3j).
Entretanto, o fornecimento da planta parece ter efeitos positivos sobre as dindmicas da
degradacgdo da proteina no rimen sem efeitos relevantes sobre a excre¢do e emissdo de
nitrogénio.

Palavras-chave: gases de efeito estufa, emissodes in vivo, perfis temporais de emissao
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Abstract

The use of feed with the potential to reduce enteric methane emissions, improve
digestibility, and reduce nitrogen losses are some of the interventions that have been
mentioned with potential for mitigating the livestock sector's impact on greenhouse
emissions. Despite its potential and relatively abundant information in vitro, there are few
studies evaluating the in vivo GHG emissions from animals fed with Tithonia diversifolia
(TD). Thus, 8 adult rams with rumen fistula were used in a 4 x 4 Latin square arrangement
(4 periods x 4 experimental units) to evaluate the effects of diets with 4 increasing levels
of TD on CO,, CH4, N2O and NHj3 emissions, apparent digestibility and fermentation
parameters. The animals received four increasing levels of TD (0, 9, 27 and 45%)
included in a diet based on Tifton 85, soybean meal and ground corn. During 5 days the
animals were placed in metabolic cages for apparent digestibility evaluation; and feed
consumption, feces and urine excretion were controlled daily and sampled for nutrient
analysis. Subsequently, for 2 days, the animals were placed in respiration chambers to
CO2, CHs, N2O and NH3 emissions. Both mean daily concentrations and temporal
emission profiles (area under the curve) were compared between treatments for all gases.
Ruminal fluid was also collected at the end of each period for fermentative parameters
determination. The TD inclusion had no effect on the sheep’s GHG emissions, nor on the
consumption of DM, MO, CP or NDF, but the consumption of ADF tended to increase
with the higher inclusions of TD. DM, OM, NDF and ADF digestibility was significantly
lower in the diets with 27 and 45% TD. There was no significant effect of TD on protein
digestibility, nitrogen balance, or SCFA production. The concentration of ammonia
nitrogen decreased with the inclusion of TD and the concentrations of isovalerate and
isobutyrate increased in animals fed with the highest content of TD. The results of this
experiment corroborated some of the results previously obtained in vitro, however, the in
vitro experiment had a lower predictive power when most variables were regressed
against its in vivo counterparts. Under the conditions and proportions evaluated here, TD
does not seem to have an influence on methane emissions and neither on CO2, N2O and
NH;3 emissions. However, the plant appears to have positive effects on the dynamics of
protein degradation in the rumen without relevant effects on nitrogen excretion and
emission.

Key-words: greenhouse gases, in vivo emissions, temporal emission profiles
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4.1 Introducio
O aumento da temperatura terrestre, consequéncia do acimulo excessivo de GEE

na atmosfera, esta associado ao incremento de eventos climaticos extremos (IPCC,
2019c). O setor pecuario contribui com a emissdo de cerca de 4,5 GtCO2e por ano (IPCC,
2019c¢) sendo que os ruminantes contribuem com aproximadamente 2,2 GtCOze por ano
deste total. As emissdes entéricas de CH4 sdo os principais contribuidores para esse
numero, seguido das emissdes de N>O oriundas do manejo do esterco e as fezes

depositadas no solo (Herrero et al., 2013).

O uso de alimentos com o potencial para reduzir as emissdes de metano entérico,
melhorar a digestibilidade, e reduzir as perdas de nitrogénio (Herrero et al., 2016) sao
algumas das intervengdes que tém sido mencionadas com potencial para mitigagdo do
impacto do setor nas emissoes de efeito estufa. A avaliagdo destes alimentos € essencial

para determinar o seu potencial de mitigacao.

Existe na literatura uma quantidade razoavel de estudos avaliando a influéncia de
Tithonia diversifolia (TD) sobre as emissdes de metano. Com varios deles mostrando um
potencial promissor de mitigacdo de metano in vitro (Ver Tabela 2.5). Porém, também
sao conhecidas as dificuldades dos estudos in vifro na predi¢do de respostas in vivo
(Danielsson et al., 2017; Dijkstra et al., 2005; Rymer et al., 2005), dado que ndo levam
em consideracao fatores como o fluxo de material ndo fermentado fora do rumen, e
mudancas no pH e na capacidade de tamponamento que ocorrem nas condigdes in vivo e

tem influéncia sobre a producao de metano (Danielsson ef al., 2017).

Assim, apesar dos estudos in vitro ter um imenso valor em termos de repetibilidade,
descricdo da cinética fermentativa e triagem de potenciais substratos (Getachew et al.,
1998; Makkar, 2004), os resultados in vivo sdo os que realmente oferecem uma visao real
do impacto das variaveis avaliadas (Rymer et al., 2005). Contudo, os estudos in vivo
avaliando a influéncia de TD nas emissdes de metano sdo escassos (Porsavatdy et al.,
2016; Ribeiro et al., 2016) e ainda mais reduzidos avaliando as emissdes de 6xido nitroso
(Chacon Gongora, 2018), dioxido de carbono (Porsavatdy et al., 2016) e amoOnia. Assim,
o0 objetivo deste estudo foi avaliar as emissdes de CO2, CH4, N2O e NH3 em carneiros,
utilizando dietas com niveis crescentes de Tithonia diversifolia além de discutir sobre a

relagdo dos resultados in vivo com os resultados in vitro.



96

4.2  Materials e métodos
4.2.1 Local e declaracdo ao comité de ética deste estudo

Todos os procedimentos envolvendo a utilizagdo de animais neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” - CEUA-ESALQ / USP (Protocolo 008-2018). O experimento foi
realizado no Laboratério de Nutrigdo Animal do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sao Paulo (LANA / CENA / USP), na cidade de

Piracicaba, estado de Sdo Paulo, Brasil.

4.2.2 Composicio quimica e dos componentes e da dieta experimental

A composi¢do quimica (tabela 3.1) dos componentes ¢ das dietas (tabela 3.2)
foram avaliadas. Uma dieta controle (40% de farelo de soja e grao de milho e 60% de
feno de Tifton 85 (Cynodon spp) e trés niveis crescentes de feno de TD (9, 27 e 45% -
base de matéria seca) como uma substituicdo do feno de Tifton. As dietas foram
formuladas para os requisitos de manuten¢do de carneiros (National Research Council,
2007) com 2,5% de consumo de matéria seca; e foram balanceadas para serem
1soprotéicas, isoenergéticas e isofibrosas, usando os valores de MS, PB, FDN e NDT dos

componentes.

Tabela 4.1 Composic¢do bromatologica dos componentes das dietas (g/kg)

Farelo de Feno Tifton Tithonia
Soja Milho 85 diversifolia

MS 897,89 887,00 903,04 887,07
aFDNom 150,00 111,48 735,81 677,71
FDAom 110,96 34,20 360,23 566,62
PB 479,23 127,14 140,45 78,84
NDT 832,25 830,32 550,15 630,21
MM 69,19 12,79 98,96 111,35

MS: Materia seca, aFDNom: Fibra em detergente neutro avaliada utilizando
amilase e sulfito e expressada como libre de cinzas, FDAom: Fibra em
detergente acido expressada como libre de cinzas, PB: Proteina Bruta, NDT:
Nutrientes digestiveis totais, MM; Material mineral.
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Tabela 4.2. Composi¢do das dietas em base matéria seca (%)
TD0% TD9% TD27%  TD45%

Tithonia diversifolia 0,00 9,00 27,00 45,00
Tifton 85 60,00 51,00 33,00 15,00
Milho grao 26,30 25,47 24,62 23,49
Farelo de Soja 13,70 14,26 15,38 16,51

Tabela 4.3. Composi¢ao quimica bromatologica de dietas com niveis crescentes de

Tithonia diversifolia

Parametro 0%TD 9%TD 27%TD 45%TD
MS (g/kg) 910,6 906.,9 906,4 905,7
MO (g/kg MS) 938,5 928,0* 929,6 920,5
PB (g/kg MS) 163,0 158,6 156,5 156,3
aFDNom (g/kg MS)® 409,0 396,6 393.3 392,7
FDAom (g/kg MS)® 299,2 300,3 3127 345,8
Lignina (g/kg MS)° 75,6 83,92 98,48 129,0
EB (kcal/gMS) 3748 3713 3715 3697
EE (g/kg MS) 23,7 18,0 17,67 17,5
CNF (g/kg MS) 3427 366,1 367,0 353.8

MS: materia seca, MO: matéria organica, PB: proteina bruta, FDN: fibra em
detergente neutro, FDA: fibra em detergente acido, EE: extrato etéreo, CNF:
Carboidratos no fibrosos.*:FDN avaliado usando amilase termo estavel e expressado
como livre de cinzas residuais. ® expressado como livre de cinzas residuais.

A TD em estadio de floragao, foi coletada em diferentes areas ao redor da cidade
de Sao Jodo del Rei no estado de Minas Gerais, Brasil. A planta inteira (folhas e caules)
foi colhida, triturada e depois seca ao sol até estar seca ao tato. A TD seca foi entdo
triturada novamente (Triturador Nogueira DPM2 — Nogueira S/A Maquinas Agricolas,
Sao Joao de Boa Vista — SP, Brasil) utilizando peneira de 1 cm para facilitar o processo
de mistura com o resto de componentes da dieta. O Feno de Tifton-85 foi inicialmente
picado em particulas de 3 cm (Triturador Charger 15.0 — Menxon Maquinas Agricolas,
Cajuru — SP, Brasil) e depois triturado de novo a 1 cm no triturador Nogueira. O grao de

milho também foi quebrado em triturador sem uso de peneira. O farelo de soja foi



98

utilizado sem processamento prévio de trituracdo mecanica. Os ingredientes foram
misturados com auxilio de um misturador com capacidade de 500 kg (M.A.P
Equipamentos Agropecuarios e Industriais LTDA., Londrina — PR, Brasil) por 15 minutos
para a formagdao das dietas completas, posteriormente armazenadas em bombonas

plasticas de 200 litros em local seco e sem exposi¢ao solar.

ApoOs a mistura dos ingredientes para cada dieta, essas foram entdo moidas a 1 mm
(em moinho Willey) para determinagdo da composi¢ao quimica. As diretrizes da AOAC,
(2011) foram seguidas para determinacao de teor de matéria seca (MS) (método 934.01),
proteina bruta (PB) (método 2001.11), extrato etéreo (EE) (método 2003.5) e fracdo de
cinzas (método 942.05). A fibra em detergente neutro (aFDNom) (avaliada usando
amilase termo estavel e sulfito e expressa como libres de cinzas residuais), a fibra em
detergente acido (FDAom) (expressada como livre de cinzas residuais) e a lignina foram
avaliadas de acordo com Van Soest ef al. (1991) adaptado por Mertens et al. (2002). Os
carboidratos ndo fibrosos foram calculados pela equagdo: CNF = 100 - (PB + FDNom +
EE + cinza) (Sniffen et al., 1992).

4.2.3 Animais

Foram utilizados oito ovinos Santa Inés, machos castrados, adultos, de peso
corporal médio 70 + 13,4 kg, providos de canula ruminal, provenientes do plantel do
Biotério do Laboratério de Nutricdo Animal — CENA/USP. Os animais foram pareados
segundo o peso corporal para constituir uma unidade experimental e distribuidos
aleatoriamente em um dos quatro tratamentos, mudando o tratamento para cada um dos
quatro periodos avaliados. Para cada um dos quatro periodos, os animais foram adaptados
por 14 dias as dietas avaliadas. Agua e mistura mineral foram fornecidas ad libitum

durante o periodo experimental.

4.2.4 Ensaio de metabolismo

Os animais foram alojados em gaiolas metabolicas (0,8 x 1,2 m) providas de
comedouro, bebedouro e cocho para sal mineral, providas de bandejas coletoras de fezes
e urina. Os animais foram mantidos por um periodo de sete dias, sendo dois dias para
adaptacdo dos animais as gaiolas e cinco dias de colheita de amostras. A dieta foi

fornecida a vontade em duas refeicdes oferecidas as 8 e as 16 horas, em proporg¢des iguais
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(50% manha e 50% tarde). O consumo foi ajustado para garantir sobras de 10%. Amostras
das dietas fornecidas foram coletadas para cada um dos periodos de avaliacdo. As
amostras de sobras e de fezes de cada animal foram coletadas diariamente antes do
fornecimento da primeira refeicdo didria, pesadas em balanca eletronica (precisao de 5
gramas), amostrados 10% (formac¢do de um pool de sobras e um pool de fezes de cada
animal) e armazenadas em freezer a -20° C para posterior avaliacdo bromatoldgica

empregando as metodologias de andlise descritas.

A digestibilidade de cada nutriente foi calculada de acordo com a equacao (4.1)

descrita por McDonald et al. (2011).

Xconsumido - Xexcretado

DAde X =

eq. 4.1

X consumido

Onde: DA = Digestibilidade aparente (g/g); X = nutriente avaliado.

Ao final dos quatro periodos experimentais as amostras de ofertado, sobras e fezes
foram descongeladas (até temperatura ambiente), pesadas e secas em estufa de circulacao
forcada de ar a 55°C até peso constante. As amostras foram moidas a 1 mm para
determinagdo de MS, MO, PB e FDN, FDA e Lignina seguindo os procedimentos ja

descritos.

4.2.5 Coleta de urina

Antes do fornecimento da primeira refei¢do diaria, a coleta de urina foi realizada
usando baldes plésticos contendo 100 mL de acido sulfurico (H2SO4) a 10% para
acidificar a urina e evitar a volatilizagao da amonia. O volume total foi mensurado e uma
aliquota de 10% foi amostrada para a formacdo de um pool de urina por animal por
periodo de avaliacdo. As amostras de urina foram armazenadas em freezer a -20°C para

posterior analise de nitrogénio total.

4.2.6 Balanco do nitrogénio
O calculo de balango de nitrogénio foi realizado apds a determinacdo do

nitrogénio total presente nas amostras de ofertado e excretas utilizando a metodologia da
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AOAC (2011) (método 954.01) para determinacao de N e seguindo a equagdo descrita a

seguir:

Nretido (g/dia) = Ningerido - Nexcretado Eq- 4.2

Onde: Nretido = quantidade média de nitrogénio retido pelo animal; Ningerido = quantidade
média de nitrogénio ingerido pelo animal; Nexcretado = quantidade média de nitrogénio

excretado na urina mais a quantidade média de nitrogénio excretado nas fezes.

4.2.7 Camaras respirométricas

Posterior ao ensaio de digestibilidade, os oito animais foram alocados em cdmaras
de respiracdo adaptadas com sistema de ventilagdo para a mensuragdo de gases segundo
a metodologia descrita por Abdalla ez al. (2012; 2008). A avaliacdo da emissdo de gases
foi feita em um periodo de trés dias, sendo um para adaptacao e dois para coleta. A
alimentacdo foi fornecida para os animais as 8 ¢ 16 horas, e a temperatura ¢ umidade
interna e fluxo de saida de ar (m/s) de cada camara foi mensurado durante o dia nos

horéarios 8, 11, 14, 17 € 20h.

Dez cAmaras metalicas (157 x 71 x 167 cm — volume 1,9 m?) descritas por Abdalla
et al. (2012; 2008) foram usadas para realiza¢dao do ensaio. As cadmaras foram conectadas
por meio de tubulacdes a um coletor de distribuicdo de 16 portas (A0311, 16-Port
distribuition manifold, Picarro, INC., Santa Clara, CA — USA) que permitia selecionar as
emissdes de cada cdmara (uma por vez) e envid-las em tempo real para um analisador de
concentragdo de gases (G2508 Picarro Inc, Santa Clara, California - USA) de tecnologia
CRDS (espectroscopia de cavidade ring-down) para a determinacdo simultanea da
concentragdo de CO, CH4, N2O (ppm - umol/mol (v/v)) e NH3 (ppb - nmol / mol (v/v))
em uma frequéncia aproximada de uma mensuragao por segundo. Duas das camaras de
respiracdo foram deixadas vazias e uma tubulagdo extra mensurava a concentracdo dos
gases da sala onde as camaras se encontravam alocadas para posteriores corregoes de
emissoes em relagcdo ao branco e ambiente, assim em total eram mensuradas oito cimaras

com animais, dois camaras vazias ¢ um ambiente (11 camaras).

Durante os dois dias de avaliagao das emissoes, as mensuracoes foram realizadas

em uma camara por vez, onde para cada uma das cdmaras as concentragcdes de gases
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foram mensuradas durante trés minutos ininterruptos. As mensuragdes foram realizadas
de maneira sequencial da camara 1 até a cAmera 11, em ciclos de 33 minutos (3 min x 11
camaras), iniciando as 8 e terminando as 6 h do dia seguinte (22 horas aprox.). Antes do
fornecimento da alimenta¢ao da manha do segundo dia, as fezes e urina das camaras
foram removidas e as sobras de alimento retiradas e pesadas. Apds as cdmaras serem

limpas, a mensuragao era retomada de mesma maneira que no primeiro dia.

4.2.8 Calculos para determinac¢io das emissoes

Os dados brutos provindos do analisador de gases dos quatro periodos de
mensuracdo foram avaliados usando software R Studio (R Core Team, 2021). Os
primeiros 60 segundos de cada mensura¢do de 3 minutos, por cdmara, foram removidos
para evitar a contaminagdo das mensuragdes com gases residuais provindas da
mensuracao da cadmara anterior. Usando as concentragdes dos 2 minutos restantes foram
calculadas as médias moveis para cada camara. Assim, foi obtido um ponto de
concentra¢cdo média (de cada um dos gases) a cada 33 minutos para cada cadmara durante
os dois dias de mensuragao (44 horas) (perfil de concentragdo no tempo). Isto €, 76 pontos

de concentragdo para cada um dos quatro periodos de avaliagcao de cada cadmara.

Uma vez obtido o perfil de concentragdo no tempo de cada gas, foi utilizada a area
abaixo da curva, para comparar os perfis gerados pelos diferentes animais alimentados
com a diferentes dietas. A area abaixo da curva ¢ expressa utilizando a integral definida

(equagdo 4.3):

b
A= f £ () dx Eq. 4.3

a

Onde a 4rea abaixo da curva “A” ¢ a integral definida de “f(x)” com respeito a “dx” desde

6‘a95 até ‘CbQ’.

Uma aproximagdo da integral definida ¢ dada pela regra trapezoidal (Eq. 4.4);
onde a area abaixo da curva ¢ a somatéria da area dos trapézios formados entre a

concentragdo de cada ponto de mensuracao desde 1 (Oh) até 76 (44h).
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< (hy + hy)
AAC = Z b% Eq. 4.4
i=1

AAC = Area abaixo da curva, b = base do trapézio (ponto i - 1), hi = concentragdo do

gas no ponto i — 1; ho = concentracao do gés no tempo i.

4.2.9 Taxas de emissido diaria de gases

A partir do volume didrio de gas emitido, e utilizando os dados obtidos no ensaio
de digestibilidade para cada animal, as emissdes foram expressas em g de gas por dia
(gGAS/d), g de gas por kg de peso vivo (gGAS/kgPV), g de gas por kg de matéria seca
ingerida (gGAS/kgMSI). As emissdes de N2O e NH3 foram também expressadas como g
de gas por kg de nitrogénio excretado (gGAS/kg N excretado) utilizando os valores do

balango de nitrogénio.

4.2.10 Parametros da fermentacio ruminal

No ultimo dia de ensaio de quantificagdo das emissdes de gases foi coletada
através de sonda esofagica uma amostra do liquido ruminal dos animais experimentais.
Cada amostra foi dividida em trés aliquotas para determinagao de 4cidos graxos de cadeia
curta (AGCC), nitrogénio amoniacal (N-NH3) e populacdes de protozodrios. A
determinagdo de AGCC foi realizada usando cromatografia gasosa conforme a
metodologias descrita por Lima ef al. (2018). A concentragdo de N-NH3 foi determinada
usando o método de micro Kjedahl, com destilacdo de vapor usando solucdo de
tetraborato de s6dio 5% para reacao e condensagdao do N-NH3, 4cido borico como solugao
receptora e acido sulfurico 0,01 N para a titulacdo. A determinagdo de populacdes de
protozoarios foi feita por visualizagdo em microscopio de luz usando camara de
Neubauer, e seguindo as metodologias de Dehority (1993), Gogmen et al. (2001) e
Ogimoto e Imai (1981)

4.2.11 Analise estatistica
Os dados foram analisados como delineamento em quadrado latino 4 x 4, com 4

periodos e 4 unidades experimentais cada uma composta por 2 animais e 4 tratamentos
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(nivel de inclusdo de TD). As médias dos tratamentos foram comparadas usando
contrastes ortogonais, comparando os tratamentos com inclusdo de TD contra a dieta sem
TD; TD0% vs TD9% (1,-1,0,0) TD0% vs TD27% (1,0,-1,0), TD0% vs TD45% (1,0,0,-
1).

Testes de correlacdo de Pearson, e analise de regressdo foram realizados para
avaliar o efeito das inclusdes crescentes de TD nas variaveis avaliadas. Em todos os casos
foi realizado teste de normalidade de Shapiro Wilk e de Homesedasticidade de Bartlett.
E onde necessario os dados foram transformados, usando transformagao exponencial,
logistica ou raiz quadrada. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software

-

R (R Core Team, 2021) e os pacotes “stats”, “ImerTest”, “emmeans”, “multcomp” e

“ggplot2” (Hothorn ef al., 2008; Kuznetsova ef al., 2017; Lenth, 2021; Wickham, 2016).
O modelo estatistico usado foi o seguinte:

Vil =+t + i+ c + eju

Onde: Y - Observagdo do tratamento 7 na linha j na coluna k& da repetigao /
u = efeito médio geral
t; = efeito do tratamento 1
l; = efeito do periodo j
¢, = efeito da unidade experimental k

eijk; = erro experimental para ijk1

4.3  Resultados
4.3.1 Consumo e digestibilidade aparente

Os resultados referentes ao consumo e digestibilidade dos nutrientes dos animais
alimentados com as diferentes inclusdes de TD, estao apresentados na Tabela 4.3. O nivel
de inclusdo de TD na dieta ndo teve efeitos significativos (regressao > 0.05) sobre o
consumo de matéria seca, matéria organica, proteina bruta ou fibra de detergente neutro.
Foi observado um efeito linear crescente no consumo de FDA dos animais com a maior
inclusdo de TD nas dietas (R? = 0,19; p=0,007). Comparados com os animais na dieta

sem TD, o consumo de FDA foi 31,5% superior na dieta com a maior inclusdo de TD.
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Foi observada uma reducao na digestibilidade dos nutrientes quando o nivel de

TD aumentou na dieta. Com exceto da digestibilidade da proteina bruta (DPB), foi

observado um efeito linear decrescente na digestibilidade de MS (R?=0,42), MO
(R*=0,47), FDN (R*=0,51) e FDA (R?=0,27); com valores significativamente mais baixos
(p < 0.05) sendo observados nas inclusdes mais altas de TD (TD27 e TD45%) (Tabela

4.3). A digestibilidade da proteina ndo apresentou diferencas significativas entre os

tratamentos.

Tabela 4.3. Consumo e digestibilidade aparente de carneiros alimentados com niveis crescentes de TD.

0%TD 9%TD 27%TD 45%TD SE p - Valor L R?
Consumo
Matéria seca (g/dia) 16682 17443  1676,8 18054 164,90 0,414 - ns
Matéria seca (%PV) 2,42 2,59 2,56 2,65 0,318 0,485 } ns
Matéria organica (g/dia) 1566,6 1607,2  1544,1 1638,6 149,06 0,633 - ns
Proteina bruta (g/dia) 3222 307,6 300,9 3323 32,87 0,760 - ns
Fibra detergente neutro (g/dia) 857,5 845,1 792,5 877,7 74,97 0,233 - ns
Fibra detergente acido (g/dia) 602,7 633,4 627,5 792,7* 64,33 0,007 0,006 0,19
Coeficientes de digestibilidade aparente

Matéria seca 0,683 0,693 0,637* 0,607*  0,0160 0,008 <0,001 0,42
Matéria organica 0,709 0,714  0,656* 0,625*  0,0150 0,002 <0,001 0,47
Proteina bruta 0,738 0,728 0,699 0,711 0,0269 0,160 - -
Fibra detergente neutro 0,623 0,598 0,494* 0,480*  0,0246  <0,001  <0,001 0,51
Fibra detergente acido 0,502 0,519 0,380* 0,392*  0,0389 0,009 0,001 0,27

* Na mesma linha, indica diferencgas significativas versus o tratamento sem TD (TD0%); p-Valor = p-valor do contraste; L =
p-Valor da regressdo linear; R? = Coeficiente de determinagao

4.3.2 Balanco de nitrogénio

Nao foram observadas alteragdoes (p>0,05) no consumo de nitrogénio, no

nitrogénio excretado e nem no nitrogénio retido entre as dietas (Tabela 4.4). Também nao

foram observados efeitos do aumento de TD na dieta sobre os pardmetros do balanco de

nitrogénio (regressao > 0.05).

Tabela 4.4. Balango de nitrogénio de ovinos alimentados com niveis crescentes de TD.

0%TD 9%TD 27%TD 45%TD EP p - Valor
N Ingerido (g/dia) 51,5 49,2 48,1 53,1 3,71 0,246
N Excretado (g/dia) 26,4 25,8 27,0 26,8 2,35 0,809
N Fezes (g/dia) 13,3 13,6 14,4 15,2 2,14 0,380
N Urina (g/dia) 13,0 12,2 12,6 11,5 1,21 0,340
N Retido (g/dia) 25,14 233 21,0 26,3 4,14 0,339
N Retido / N ingerido (%) 47,5 47,2 42,9 48,0 4,29 0,297
N Fezes / N ingerido (%) 26,1 27,1 30,0 28,8 2,69 0,160
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N Urina / N ingerido (%) 26,3 25,6 26,9 23,1 3,82 0,410

EP: Erro padrido da média; p — Valor: valor p do contraste

4.3.3 Parametros fermentativos ruminais

Os resultados dos parametros de fermentag@o ruminal estdo apresentados na tabela
4.5. Nao foram observados efeitos da inclusdao de TD sobre as populagdes de protozoarios
(p>0,05). O aumento na inclusdo de TD ndo teve efeitos significativos (p-valor da
regressao > 0,05) sobre a producdo de acetato, propionato, butirato, relagdo
acetato:propionato nem a producao de AGCC total. Entretanto, foi observada uma relagao
linear positiva (p<0,05) na concentrag¢do de valerato, isovalerato, e isobutirato associada
ainclusdo de TD (R?=0,14 ¢ 0,15 ¢ 0,25, respectivamente). Comparados com os animais
alimentados sem TD, os animais alimentados com 45% de TD apresentaram maior
concentracdo de valerato (1,48 vs 1,79 mmol/L), isovalerato (3,77 vs 4,71mmol/L) e

isobutirato (1,32 vs 2,31 mmol/L).

Houve uma rela¢do linear negativa na concentracdo de N-NH3 produto do
aumento na inclusdo de TD na dieta (p=0,011, R?= 0,17). Os animais alimentados com o
maior nivel de TD (TD45%) apresentaram menor concentracao (p<0.05) de N-NHj3 (18,9
mg/dL) do que os animais alimentados com a dieta sem TD (23,8 mg/dL). Nao foram

observados efeitos da inclusdo de TD sobre as populagdes de protozoarios (p>0.05).

Tabela 4.5. Pardmetros da fermentagdo ruminal para animais com niveis crescentes de TD.

0%TD 9%TD  27%TD  45%TD SE p-Valor L R?
Protozoarios (x 10° / mL) 4,92 4,76 5,45 3,54 0,814 0,103
N-NH; 23,83 24,34 21,29 18,9% 1,87 0,0151 0,011 0,17
AGCC Total (mmol/L) 136,2 135,1 137,7 130,2 6,55 0,368
Acetato (mmol/L) 93,5 93,3 93,1 87,4 3,73 0,116
Propionato (mmol/L) 23,7 23,7 24,6 23,0 1,93 0,654
Butirato (mmol/L) 18,9 17,9 19,9 19,7 1,73 0,580
Proporg¢do A:P 39 4.0 3,8 3,8 0,18 0,345
Valerato (mmol/L) 1,48 1,48 1,71 1,79* 0,124 0,020 0,016 0,15
Iso-valerato (mmol/L) 3,77 3,84 4,40 4,71%* 0,372 0,020 0,018 0,14
Iso-butirato (mmol/L) 1,32 1,73 1,97* 2,30% 0,264 0,022 0,001 0,25

* Na mesma linha, difere significativamente do tratamento TD0% usando contrastes ortogonais a p < 0.05. p-Valor = valor p
do contraste; L = valor p da regressdo linear; R? = Coeficiente de determinagao.

4.3.4 Emissoes de CO2, CH4, N2O e NH3
Os resultados das taxas de emissao de CHa4, CO2, N2O, NH3 ¢ emissao total estdo

apresentados na tabela 4.6. Nao foram observadas diferencas entre as taxas de emissoes
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de nenhum dos gases avaliados entre os animais alimentados com os diferentes niveis de
TD. As emissdes de metano para os animais alimentados com TD variaram em torno a
9,3 g CH4/ kg de matéria seca ingerida. As de didxido de carbono, estiveram préximas a
101 gCOy/ kg de matéria seca ingerida. Em relacao as emissdes de N>O e NH3 para cada
quilograma de nitrogénio excretada (fezes + urina), os animais alimentados com TD
emitiram em média 2,62 g N>O e 37,4 g NH3. Considerando o potencial de aquecimento
global para CO;, CHs ¢ N2O (Krey et al., 2014) as emissdes medias dos animais
alimentados com TD, estiveram em torno a 153 kg de CO» equivalentes por animal ao
ano.

Tabela 4.6. Taxas de emissao média de CHa, CO2, N2O e NH3 para carneiros alimentados com niveis crescentes de

TD.

0%TD 9%TD 27%TD 45%TD SE p - Valor

Metano
gCH4/ dia 12,41 12,55 13,17 12,25 1,209 0,534
gCH4/ kgPV 0,51 0,52 0,55 0,51 0,043 0,335
gCH4/ kgMSI 8,52 8,76 10,28 9,05 0,958 0,079
Didxido de carbono
gCO2 / dia 128,59 126,21 138,14 140,10 13,42 0,400
gCO2 / kgPV 5,40 5,39 5,92 5,90 0,592 0,394
g2CO2 / kgMSI 87,86 89,83 109,22 105,30 12,82 0,110
Oxido nitroso
gN20 / dia 0,064 0,065 0,070 0,063  0,0052 0,211
gN20 / kgMSI 0,05 0,05 0,04 0,06 0,009 0,257
gN20 / kg N excretado 2,55 2,62 2,58 2,47 0,217 0,6888
Amonia
gNHs/dia 1,00 0,98 1,05 0,91 0,207 0,6823
gNH3/kgMSI 0,67 0,75 0,90 0,68 0,209 0,280
gNH3/kg N excretado 39,0 39,1 37,3 35,8 7,54 0,700
Emissao total (kg COze/ ano)! 149,4 149,6 159,3 1522 13,77 0,478

! Calculo utilisando a equacdo 10.21A do IPCC, (2019b) e o potencial de aquecimento global em 100 anos (GWP1q0),
para COz (1), CHa (21), e N20 (310) (Krey et al., 2014); MSI = Matéria seca ingerida; N = Nitrogénio; PV = Peso

Vivo.

Os perfis de produgdo de CO2, CH4, N2O e NH3 no tempo estdo apresentados nas
figuras Fig. 4.1 até 4.4. No eixo ‘y’ esta a concentracdo do gads em umol/mol, € no eixo
‘X’ o tempo transcorrido desde o comeco da mensuracao (Oh = 8h aprox.). A alimentacao
dos animais foi fornecida nos tempos 0, 8, 24, e 32 horas. A area abaixo da curva foi
utilizada para comparar os perfis de concentracdo entre as dietas, dado que foi

considerado que a média da produgdo diaria ndo representava completamente a dindmica
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variavel das emissoes ao longo do dia. Nao foram observados efeitos do aumento da
inclusdo de TD sobre os valores da area abaixo da curva (AAC) dos perfis de emissao de

gases das diferentes dietas (Tabela 4.7.).

No caso dos perfis de CO2 e CH4. As emissdes parecem seguir um padrdo diurno
e noturno. A concentragdo desses gases ¢ maior durante o dia (0 - 12 e 24 - 36 horas) e
parece estar influenciada pelo horario de alimentagao mostrando picos de concentragao
nesses horarios. Em contraste, a produgao destes gases ¢ menor durante o periodo da noite
(12 - 20 e 36 - 44 horas). Durante a noite as curvas de produ¢do médias ajustadas (linhas
ponteadas) estdo numa proximidade maior, entretanto, durante o periodo diurno, e
particularmente perto dos horarios de alimentagao as curvas parecem estar mais separadas
0 que poderia sugerir diferengas na producdo dos CO> e CH4 nesses horarios. Porém,

essas diferencgas ndo foram observadas na comparagdo da area abaixo da curva.

Os perfis temporais de N2O e NHj3 seguiram um padrao similar entre eles (Fig. 4.3
e 4.4). Nao parece existir uma variacao diurna-noturna como ocorreu com os perfis de
CO2 e CHs. Entretanto, em ambos os casos, o perfil de concentragdo parece estar
influenciado pelo dia de avaliagdo. Tanto os perfis de N>O quanto de NH3 foram maiores
no segundo dia (24 — 44 h). Parece possivel que este aumento esteja associado com a
presenca de residuos de fezes e de urina que permaneciam nas gaiolas depois da limpeza
do dia. Nao sdo observaveis maiores diferengas entre os perfis de concentracdo dos
tratamentos.

Tabela 4.7. Area abaixo da curva (AAC)?* dos perfis temporais de concentracdo de GEE de carneiros alimentados

com niveis crescentes de TD

0%TD 9%TD 27%TD 45%TD SE p - Valor
CO2 25777 25231 26187 26973 980,7 0,238
CHa4 1712 1658 1733 1696 113,3 0,643
N20 8,2 8,10 8,85 7,9 0,58 0,483
NH3 153759 146145 172984 139684 254814 0,460

2 A unidade da area abaixo da curva ndo tem significado bioldgico e esta definida como a unidade do eixo Y (umol

/ mol) vezes a unidade do eixo X (tempo em horas). (umol / mol / 44 horas)
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Fig. 4.1. Perfil de emissdo temporal de CO- de carneiros alimentados com 4 niveis crescentes
de TD na dieta. Linha ponteada: Média suavizada usando o método LOESS de regressao
local. Alimentagao fornecida as 0, 8, 24, e 32 h.
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Fig. 4.2. Perfil de emissdo temporal de CH4 de carneiros alimentados com 4 niveis crescentes
de TD na dieta. Linha ponteada: Média suavizada usando o método LOESS de regresséo local.
Alimentacdo fornecida as 0, 8, 24, ¢ 32 h.
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Fig. 4.3. Perfil de emissdo temporal de N>O de carneiros alimentados com 4 niveis crescentes
de TD na dieta. Linha ponteada: Média suavizada usando o método LOESS de regressao local.

Alimentagdo fornecida as 0, 8, 24, ¢ 32 h.
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Fig. 4.4. Perfil de emissdo temporal de NH3 de carneiros alimentados com 4 niveis crescentes
de TD na dieta. Linha ponteada: Media suavizada usando o método LOESS de regressao local.

Alimentacdo fornecida as 0, 8, 24, ¢ 32 h.

4.4 Discussao

Nao ¢ possivel afirmar que as emissdes de GEE de ovinos sejam dependentes do

nivel de TD incluido na dieta, j& que ndo foi encontrada uma relagdo significativa entre o

nivel de inclusdo e os gases aqui mensurados. Foi teorizado previamente que o efeito
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indireto da TD sobre os mecanismos ruminais que fornecem hidrogénio como substrato
para a metanogénesis, era um dos meios pelos quais a planta poderia mitigar a produgao
de metano entérico. A fermentagdo dos carboidratos em acetato ¢ uma rota conhecida de
producao de hidrogénio enquanto a fermentacdo para propionato ¢ considerada um
sumidouro ruminal do mesmo (Danielsson et al., 2017; Getachew et al., 1998). A
similaridade das concentragdes de AGCC entre as dietas e particularmente na propor¢ao
A:P sdo consistentes e, portanto, congruentes com a auséncia de diferencas significativas
nas emissoes de CHs e CO» encontradas no presente estudo. Frequentemente, a producao
de metano esta positivamente associada a propor¢ao A:P (Greening et al., 2019). Desta
forma, os resultados observados, coincidem com os encontrados por Ribeiro et al. (2016),
que usando inclusdes de até 15% de TD na dieta de vacas leiteiras também nao
encontraram diferengas nas emissoes de metano produzido, porém ressaltaram que a
propor¢ao de A:P entre os tratamentos foi menor com a inclusao de TD. As emissdes
medias de CH4 aqui encontradas para os animais na dieta sem TD (12,59 gCH4/dia) sao
similares aquelas reportadas por Lima et al. (2020); Lima et al. (2018) para ovinos Santa
Inés (14,14 gCH4/dia) e pelos reportados pelo MAPA (2020), a pesar disso, esses valores
sdo inferiores a os fatores de emissdo padrdo para ovinos reportados pelas metodologias
do IPCC (2019b) de 5 a 9 kg de CH4 por cabega por ano versus 4,60 kg CH4 por cabeca
ano observados no presente estudo. Importante ressaltar que o proprio IPCC menciona

que a incerteza nesses valores pode ser elevada (50% de variagdo).

Tem sido mencionado que a deposicao de excretas incrementa as emissoes de NoO
devido a intensificagdo dos processos a mineralizagdo, nitrificagdo e desnitrificagdo do
nitrogénio (Cai ef al., 2017) e que a decomposi¢cdo da ureia e as proteinas ndo digeridas
presentes nas fezes e urina dos animais sao fontes potenciais de NH3 (Behera et al., 2013).
Assim, € esperado que a falta diferencas nas emissdes de N>O e NHj3 entre os tratamentos
seja consistente com a similitude entre o nitrogénio excretado pelos animais nas diferentes
dietas (Tabela 4.4). As emissdoes de N>O aqui observadas estdo dentro dos intervalos
reportados pelo IPCC (2019a); para ovinos (0,4 — 3,9 g de N>O por kg de N excretado).
Segundo o IPCC (2019a) em média 0,197 kg de NH3 sdo volatilizados para cada kg de N
depositado na excreta. Os resultados encontrados em esse estudo sao menores (0,039 kg
de NHj3), porém, a incerteza reportada por essa organizacao inclui um intervalo de 0 até

0,295 kg de NH3 por kg de N aplicado no solo.



111

Normalmente, dietas com maior conteudo de fibra estrutural (FDA) desaparecem
mais lentamente do rimen o que incrementa o tempo que permanece esse material no
ramen (menor taxa de passagem) reduzindo o consumo de matéria seca do animal dado
que a sensacdo de saciedade fisica ¢ mais prolongada (Silva, 2006). No presente
experimento, apesar de os animais nas dietas com 45%TD apresentaram maior consumo
de FDA, consequéncia da maior propor¢ao no material ofertado, ndo foram observadas
diferencas no consumo de matéria seca nem matéria organica nesse tratamento em
comparagdo com os animais alimentados com menos TD. E possivel que apesar de ter um
maior conteudo de FDA, o tamanho de particula da ragdo ofertada (1 cm) nao fosse um
impedimento para a reten¢ao do material no rimen. O tamanho e a densidade de particula
sdo conhecidos determinantes da taxa de passagem (Church, 1988; S. C. Valadares-Filho
& Pina, 2006). Valadares-Filho & Pina (2006) descreveram que a produ¢do de gases das
bactérias aderidas as particulas de alimento faz que estas se mantenham flutuantes no
liquido ruminal, mas, uma vez a fermenta¢do diminui, consequéncia da degradacdo da
particula, a sua densidade especifica aumenta, fazendo que o material se coloque nas
partes ventrais do rimen, onde ¢ susceptivel aos movimentos ruminais e escape do ramen.
Assim, no presente experimento e possivel que o material com um tamanho de particula
pequeno, fracionado durante a mastigacdo, menos fermentavel produto do alto conteudo
de FDA e por tanto com uma maior densidade especifica se precipitaria no ramen perto
do orificio reticulo-omasal e escaparia do rimen mais facilmente aumentando a sua
quantidade nas fezes. Isto € consistente com as menores digestibilidades aparentes

observadas.

Similar ao encontrado no presente experimento, Mahecha et al. (2008); Pazla et
al. (2021) e Ribeiro et al. (2016) ndo reportaram diferencas no consumo de matéria seca
de vacas alimentadas com niveis crescentes de TD e Odedire & Olodi (2014) nao
reportaram diferencas no consumo de matéria seca produto da inclusao de TD em dietas
de cabras. Entretanto, Castafieda-Serrano et al. (2018) e Fajemisin et al. (2019),
reportaram aumentos no consumo de matéria seca em dietas com TD quando comparado
contra os controles sem a planta. O contetido de FDN na dieta ¢ um fator que define a
influéncia da forrageira sobre o consumo de matéria seca. A inclusdo de TD nas dietas
usadas por Castafeda-Serrano et al. (2018) e Fajemisin et al. (2019), diminuiu
significativamente o conteudo de fibra, comparado contra o controle sem TD (559 vs 707

g/kg de FDN no estudo de Castafieda-Serrano et al. (2018) e 12.96 vs 25.98% de fibra
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crua no estudo de Fajemisin et al. (2013). Em contraste, o conteido de FDN nas dietas
de Mahecha et al. (2008); Pazla et al. (2021) e Ribeiro et al. (2016) ndo diferiram

significativamente dos seus respectivos controles.

A falta de influéncia da TD no balango de nitrogénio ¢ consistente com a falta de
diferengas no consumo e digestibilidade aparente da proteina. A proteina, foi o Gnico
nutriente que nao se viu alterado na sua digestibilidade aparente em relagdo ao aumento
da TD e do consumo de FDA. Entretanto, diferente do achado no presente estudo,
Castafieda-Serrano ef al. (2018), Chacon Goéngora (2018), Durango ef al. (2021),
Ramirez-Rivera et al. (2010) e Yousuf et al. (2014) reportaram menor excre¢ao fecal de
nitrogénio produto da inclusdo de TD nas dietas. Durango ef al. (2021) e Porsavatdy et
al. (2016) mencionaram que a diminui¢do na quantidade de nitrogénio excretada nas fezes
(em relagdo a suas dietas controle) era devida a uma maior de digestibilidade intestinal

dos aminoacidos e maior solubilidade ruminal da proteina.

A aparente falta de relagdo entre o conteudo de FDA e o consumo e digestibilidade
da proteina obtidos no presente estudo, pode estar relacionado as diferencgas nas sub-
fragdes proteicas que compdem as dietas. A proteina bruta contida nos alimentos pode
ser dividida de acordo com a sua degradabilidade ruminal, nas sub-fracdes A, Be C. A
fracdo A ¢ 100% degradavel, a fracdo B tem degradabilidade varidavel (B1 = 120 —
400%/h; B2 =3 a 16%/h e B3 = 0,06 a 0,55%/h) e a fracdo C ndo ¢ degradavel no rimen
nem no intestino (Krishnamoorthy et al., 1982; Licitra et al., 1996; Santos, 2006).

Se assumimos que com a inclusdo de TD na dieta, s6 a fracdo B da proteina das
dietas aumentou, que a fracdo C se manteve relativamente similar e que a fragdo A
diminuiu, isto seria consistente com a quantidade de nitrogénio nas fezes sem diferencas
significativas entre os animais alimentados com as distintas dietas. Isto seria também
consistente com a maior concentracao de N-NHj3 nas dietas sem inclusdo de TD. A maior
quantidade de NNP (fracdo A) nas dietas sem TD seria degradada rapidamente em N-
NH3 (Church, 1979), uma parte escaparia do rimen e terminaria como ureia na urina
(McDonald et al., 2011; Santos, 2006). Isto ndo coincide com o conteudo de N na urina,
que apesar de ser numericamente superior nas dietas sem TD, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas (P > 0,05). A maior propor¢do de proteina
potencialmente degradavel (fracdo B1, B2) nas dietas com maior inclusdo de TD ¢
consistente com o aumento na quantidade de iso-acidos (iso-valérico e iso-butirico) nas

dietas (p<0,05). Ja foi mencionado como os isodcidos sdo produto da degradag¢do dos
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aminoacidos e sao fonte de substrato para a sintese de proteina microbiana (Andries et
al., 1987; Slyter et al., 1979). Se este for o caso, ou seja, se houve uma mudanca nas sub-
fracdoes proteicas entre as dietas, isto também ajudaria a explicar porque no experimento
in vitro, a degradabilidade da matéria organica aumentou nas dietas com o maior contetido
de FDA e porque a producgdo de gases nao foi alterada. Porque nao eram os carboidratos
que estavam sendo degradados no inicio das fermentagdes e sim a proteina que produz

menos gas (Getachew et al., 1998).

Isto também ¢ consistente com os resultados mostrados no experimento in vitro
onde a degradabilidade do FDN ndo se correlacionou com a DIVMO (Fig. 3.3). A
informagdo sobre o fracionamento proteico de TD na literatura ¢ escassa. Mahecha &
Rosales (2005) mencionaram que o 71% do nitrogénio da TD era proteina verdadeira (B)
e que 17,3 % correspondia a fracdo associada a fibra indigestivel (C). Em comparagao,
os valores reportados nas tabelas CQBAL (S. Valadares-Filho et al., 2018) para a fragao
A, B e C do feno de Tifton 85, estdo em média de 23, 64 ¢ 15%, respectivamente.

Entretanto, os resultados aqui obtidos permanecem meramente especulativos dado
que nao foi possivel obter dados sobre o fracionamento proteico das dietas ou da sintese

de proteina microbiana dos animais.

4.4.1 Perfis temporais de emissiao de gases

As referéncias na literatura sobre a avaliacdo de perfis temporais de emissdo de
gases de animais sdo escassas, € usualmente sdo de natureza exploratoria e nao
comparativa (Curial ef al., 2007; Dumortier et al., 2013, 2017; van der Weerden ef al.,
2014). Isto dificulta a comparag@o dos resultados deste estudo com os encontrados na
literatura. Griffith et al. (2008) e Leytem et al. (2011) usando técnicas micro
meteoroldgicas para mensuragdo de emissdes a campo, reportaram perfis de produgdo de
CH4 e de CO, com variagdes diurnas e noturnas similares aos encontrados no presente
estudo. Leytem et al. (2011) associaram as variagdes diurnas a interferéncias do vento e
temperatura durante as medi¢des a a0 comportamento dos animais, mais ativos durante o
periodo diurno. No presente estudo ¢ pouco provavel que as condigdes de vento e
temperatura influenciaram de maneira significativa as emissoes de CO, e CHs4 dado que
0s animais se encontravam alojados em camaras de respiracdo; entretanto, ¢ provavel

variagdes entre os tratamentos estejam associadas ao comportamento natural dos animais
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durante o dia e ao periodo durante o qual a alimentacdo foi fornecida que pode gerar
excitagdo nos animais, aumento na frequéncia respiratdria e assim maiores emissodes de
CO> e CHa. Isto, pode ser evidenciado pela maior variabilidade nas emissdes de previa e

durante os horarios de alimentacgdo (Fig. 4.1 ¢ 4.2.)

Por outro lado, os perfis de emissdo de NH3 reportados por Leytem ef al. (2011)
também apresentam um padrao diurno e noturno enquanto os resultados do presente
estudo ndo. Flesch et al. (2009), usando métodos micro-meteorologicos destacaram que
as emissdes de NHj3 durante o dia eram tre€s vezes maiores do que durante a noite e
justificaram também baseados nas alteragdes didrias nas condi¢des micro-
meteoroldgicas. Leytem et al. (2011) por outro lado justifica essas variagdes
mencionando de novo o comportamento animal; durante o dia os atos de defecar e urinar
aumentam as emissoes. Leytem ef al. (2011), similar ao encontrado nesse estudo, ndo
reportou padrdes diurnos de emissdao de N>O, e argumentou que os animais nao sao fonte
desse gas. Porém, no presente estudo, se bem as emissdes de N>O observadas durante o
primeiro dia sdo préximas as mensurados no branco e ambiente (Fig 4.3), durante o
segundo dia as emissdes foram visualmente superiores. Um comportamento similar do
N0 foi também observado por Parker et al. (2018) nos primeiros dois dias de avaliacao
em camaras de respiragdo, com emissdes de N>O baixas no primeiro dia seguidas de
emissOes mais altas no segundo dia. Esses autores se propuseram avaliar as emissdes
entéricas de N2O, e utilizaram equipamentos para evitar que as fezes e urina do animal
influenciaram os resultados, porém, teorizaram que maiores emissdes eram devidas a
pequenas, mas ainda mensuraveis quantidades de N,O provindas das fezes e urina.
Contudo, os resultados aqui obtidos para os perfis de emissdo de N>O e NHs, sdo
inconclusos, dada que ndo € possivel saber com certeza se as emissdes continuariam
aumentando em periodos mais prolongados de avaliagdo ou se se estabilizariam ou

reduziriam.

4.5  Conclusido
Conclui-se que a substituicao de feno de tifton por feno Tithonia diversifolia em

dietas com concentrado a base de soja e milho, ndo tem influéncia sobre as emissoes de

CO», CH4, N2O e NH3 de ovinos adultos.

O alto conteudo de fibra estrutural na TD influencia de maneira negativa a

digestibilidade da matéria seca e nao teve efeitos sobre a digestibilidade da proteina.
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5 CONSIDERACOES E IMPLICACOES
5.1.1 invitro vs in vivo

Em termos gerais, o experimento in vivo permitiu corroborar alguns dos achados
do experimento in vitro (Tabela 4.9). A maioria das relagcdes estatisticamente
significativas teve uma correlagdo moderada; com os coeficientes de correlagdo mais
altos observados em A:P (0,64), NNH3 (0,60) e Isobutirato (0,60). Butirato, AGCC,
valerato e isovalerato apresentaram correlagdes ndo significativas com baixos

coeficientes de determinagdo (0,4; 0,1; 0,2 e 0,4 respectivamente).

De maneira similar ao encontrado no resultado in vitro, houve um leve aumento
na concentracdo de iso-acidos (isobutirato) e uma reducdo no nitrogénio amoniacal no
liquido ruminal, produto da inclusdo de TD nas dietas. Em ambos os experimentos a dieta
com 45%TD apresentou as maiores diferencas. Os isoacidos e o N-NH3 sdo produtos da
degradacdo ruminal da proteina, e também usados como substrato para a sintese de
proteina bacteriana (Andries et al., 1987; Santos, 2006; Slyter et al., 1979). O que sugere

que a TD tem um potencial em termos de incremento da eficiéncia microbiana.

A degradabilidade in vitro da matéria organica (24h) e a digestibilidade aparente
da matéria organica apresentaram resultados contraditorios. No estudo in vitro ndo houve
diferencas, e no estudo in vivo foi observada uma reducao associada o aumento de TD na
dieta, como foi explorado na se¢do anterior essas diferengas in vivo poderiam estar
explicadas pela influéncia da taxa de passagem, do tamanho e a densidade especifica de

particulas de alimento; fatores que nao sdo relevantes durante a avaliacdo in vitro.

Em ambos os experimentos a producdo de metano ndo apresentou diferengas
significativas entre os tratamentos, e quando expressos em mL de CH4 por grama de
matéria organica incubada e ingerida (in vitro vs in vivo, respectivamente) nao foi
observada uma correlagao significativa (p =0,1795; R =0.30). Porém, quando a produgdo
de metano foi expressa por grama de matéria organica degradada (in vitro) e digerida (in
vivo) os resultados da correlagdo revelaram um coeficiente de correlagdo de 0,57.
Contudo, o poder preditivo da emissdo de metano in vivo a partir do ensaio in vitro foi
baixo (R?=0,31); para cada mL de CH4 produzido in vitro (por g de MO degradada) sao
produzidos 3,04 mL de CHgs in vivo (por g de MO aparentemente digerida), mas, existem
5,23 mL de metano que ndo sio explicados pela produgio in vitro (Fig.4.6). E provavel

que a discrepancias entre os experimentos se devam a influéncia da dinamica fermentativa
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in vivo (taxa de passagem, absor¢do na parede ruminal). Hatew ef al. (2015) obtiveram

resultados similares, onde a produ¢do de metano in vitro ndo correlacionou-se com a

emissdo in vivo (quando expressa por unidade de MO ingerida), e argumentaram que a

digestdo da matéria organica in vivo inclui os efeitos da fermentacdo ruminal e intestinal

e a producao in vitro ndo leva em conta essa ultima, também mencionou que o fluxo de

material fora do ramen, mudangas no pH e na capacidade de tamponamento ruminal

podem ter influenciado as inconsisténcias entre os dois métodos.

Tabela 4.8. Correlagdo entre os parametros da fermentagio in vivo
e os parametros da fermentag@o in vitro a 24 horas de incubagio

Resposta r p-valor
Metano ? 0,57 0,0249
Acetato 0,58 0,0188
Propionato 0,57 0,0218
Butirato 0,10 0,7031
Iso-Butirato 0,60 0,0143
Iso-Valerato 0,41 0,1173
Valerato 0,21 0,4397
AGCC 0,41 0,1155
AP 0,64 0,0076
NNH;3; 0,60 0,0144
Protozoarios 0,47 0,0654

2Metano correlacionado: mL/g MO degradada (in vitro) vs mL/g de MO
digerida (in vivo); AGCC = Acidos graxos de cadeia curta; AP =

Proporgao acetato:propionato; r = Coeficiente de correlagao de Pearson;
p-Valor= p-Valor da correlagdo
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Fig. 4.5. Relagdo entre metano produzido in vitro a 24 h (mL/g MO
incubada) e in vivo (mL/g MO ingerida).

Fig. 4.6 Relagdo entre metano produzido in vitro a 24 h (mL/g MO
degradada) e in vivo (mL/g MO digerida).
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As inclusoes de Tithonia diversifolia utilizada no presente estudo demonstraram
ndo ter influéncia sobre as emissdes de metano in vitro nem as emissoes de metano,

dioxido de carbono, oxido nitroso e amonia in vivo de carneiros adultos.

A inclusdo da planta demonstrou ter influéncia positiva sobre sintese de proteina
microbiana in vitro que parece também estar presente no estudo in vivo. A exploragdo de
estudos sobre a degradabilidade da proteina e sintese de proteina microbiana in vivo,
acompanhados da utilizacdo de material vegetal de melhor qualidade ajudariam a

corroborar alguns dos resultados aqui obtidos.

Ha necessidade pela avaliacdo de alimentos ndo convencionais que consigam ser
utilizados na alimentagdo animal, permitam reduzir o impacto ambiental do sector sem
sacrificar a produtividade. Nesse contexto, ¢ claro que as técnicas in vitro sao ainda uma
ferramenta relevante que permitem obter informacgdes valiosas (a um baixo custo) sobre

os alimentos avaliados.

A avaliacdo de emissdes em camaras de respiragdo permite avaliar parcialmente
o potencial impacto ambiental de diferentes alternativas alimentares, entretanto é
importante entender que sao uma aproximagao da realidade e os animais a campo

poderiam se comportar de maneira diferente.
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