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RESUMO

O nitrato encapsulado tem sido apontado como uma ferramenta promissora para
reducdo de producdo de metano por animais ruminantes. Objetivou-se avaliar, no
Capitulo 2, os efeitos do uso do nitrato encapsulado sobre o desempenho de bovinos de
corte a pasto nas épocas seca, transicdo seca aguas e aguas, € no Capitulo 3 os
parametros fermentativos em ensaios in vitro utilizando substratos em proporcdes e
composigdes semelhantes do experimento de desempenho. Os tratamentos avaliados
foram: Controle — suplemento proteico-energético sem incluséo de nitrato encapsulado,
e NE - suplemento proteico-energético com inclusdo de 50 g de nitrato encapsulado por
kg de matéria seca. No experimento de desempenho (Capitulo 2), o suplemento foi
fornecido diariamente na proporcao de 1,0% do peso corporal. A sobra do concentrado
foi pesada diariamente para estimar o consumo de suplemento. Os animais foram
pesados a cada 28 dias, e também avaliada a taxa de consumo de suplemento. Houve
reducdo no consumo de matéria seca do suplemento com a inclusdo de NE no
suplemento no periodo seco (P < 0,01) (2,404 para 2,283 kg/dia), transicdo seca-aguas
(P < 0,01) (2,922 kg para 2,496 kg/dia), aguas (P < 0,01) (3,631 para 3,143 kg/dia) e
periodo total (P < 0,01) (2,943 para 2,605 kg/dia). O ganho médio diario ndo foi
influenciado pela inclusdo de NE em nenhum dos periodos avaliados (P > 0,13). A
inclusdo do NE resultou em elevacdo da eficiéncia alimentar dos animais no periodo de
transicdo seca-aguas de 0,362 para 0,411 (P < 0,01). No Capitulo 3 foram realizados
trés experimentos, correspondendo a época seca, transicdo seca-aguas e aguas, a fim de
avaliar os tratamentos Controle e NE. Os tempos de avaliagdo foram zero, trés, seis,
nove, 12, 24 e 48 horas apds incubacdo. Cada tempo era composto por suas respectivas
triplicadas. Nesses tempos, foram avaliados a degradabilidade in vitro de matéria seca
(DIVMS) e fibra em detergente neutro (DIVFDN), nitrogénio amoniacal (N-NHz3),
metano e producdo de gases. No tempo 24 horas foi avaliado a producdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC). Houve reducdo na producdo de metano de 22,2 para
19,3 mg (P < 0,01) na época seca. O tempo total de incubacgdo (48 horas) foi marcado
com reducdo de 5% na DIVMS com a inclusdo no NE (741,4 vs 703,9 g/kg) (P < 0,02)
no substrato da época de transicdo seca-aguas. Foi observado aumento da proporgdo
molar de acetato de 14,36 para 20,33 mM/L (P < 0,04) com a inclusdo do nitrato
encapsulado no substrato da época de aguas. Nao houve efeito significativo da inclusdo
do nitrato no substrato da época de aguas sobre a DIVMS e DIVFDN (P > 0,06). A
incluséo de nitrato encapsulado na proporcédo de 50 g/kg de MS de suplemento aumenta
a eficiéncia alimentar de animais sob pastejo, e reduz a producdo de metano com uso de
forragem de época seca.

Palavras-chave: bovino, metano, nitrato encapsulado, pasto, ruminante, suplemento
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ABSTRACT

Encapsulated nitrate has been pointed out as a promising tool for reducing methane
production by ruminant animals. The objective was to evaluate, in Chapter 2, the effects
of the use of encapsulated nitrate on the performance of beef cattle on pasture in the dry
season, dry transition of water and water, and in Chapter 3 the fermentative parameters
in in vitro assays using substrates in proportions and similar compositions of the
performance experiment. The evaluated treatments were: Control — protein-energy
supplement without inclusion of encapsulated nitrate, and EN — protein-energy
supplement with inclusion of 50 g of encapsulated nitrate per kg of dry matter. In the
performance experiment (Chapter 2), the supplement was given daily at 1.0% of body
weight. The leftover concentrate was weighed daily to estimate supplement intake. The
animals were weighed every 28 days, and the rate of supplement consumption was also
evaluated. There was a reduction in supplement dry matter intake with the inclusion of
EN in the supplement in the dry period (P < 0.01) (2.404 to 2.283 kg/day), dry-water
transition (P < 0.01) (2.922 kg to 2.496 kg/day), water (P < 0.01) (3.631 to 3.143
kg/day) and total period (P < 0.01) (2.943 to 2.605 kg/day). The average daily gain was
not influenced by the inclusion of NE in any of the evaluated periods (P > 0.13). The
inclusion of EN resulted in an increase in the feed efficiency of the animals in the dry-
water transition period from 0.362 to 0.411 (P < 0.01). In Chapter 3, three experiments
were carried out, corresponding to the dry season, dry-water transition and water, in
order to evaluate the Control and EN treatments. The evaluation times were zero, three,
six, nine, 12, 24 and 48 hours after incubation. Each time was composed of its
respective triplicates. In these times, the in vitro degradability of dry matter (IVDDM)
and neutral detergent fiber (IVDNDF), ammonia nitrogen (N-NH3), methane and gas
production were evaluated. At 24 hours, the production of short-chain fatty acids
(SCFA) was evaluated. There was a reduction in methane production from 22.2 to 19.3
mg (P < 0.01) in the dry season. The total incubation time (48 hours) was marked with a
5% reduction in IVDDM with inclusion in EN (741.4 vs 703.9 g/kg) (P < 0.02) in the
dry transition season substrate. waters. An increase in the molar proportion of acetate
from 14.36 to 20.33 mM/L (P < 0.04) was observed with the inclusion of encapsulated
nitrate in the wet season substrate. There was no significant effect of including nitrate in
the wet season substrate on IVDDM and IVDNFD (P > 0.06). The inclusion of
encapsulated nitrate in the proportion of 50 g/kg of supplement DM increases the feed
efficiency of grazing animals, and reduces the methane production with the use of dry
season forage.

Keywords: beef, methane, encapsulated nitrate, pasture, ruminant, supplement
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUCAO

A producéo de carne bovina a pasto representa a maior parcela do sistema produtivo
no Brasil, cerca de 86% dos animais abatidos sdo provenientes de terminacio a pasto’. Sabe-
se gque a producao no Brasil tem como desafio a utilizacdo de gramineas de alto potencial
produtivo de massa verde, porém hé o efeito da sazonalidade de produgdo. Assim, estratégias
de nutricdo sdo fundamentais para garantir aumento da produtividade e otimizagéo do sistema.

O uso de suplementacdo é uma ferramenta indispensavel para intensificacdo da
producdo de animais em pastejo. As pesquisas tém se concentrado para estabelecer técnicas
de utilizacdo a fim de proporcionar estratégias de suplementacdo para épocas especificas do
ano. Atrelado a isso, a crescente preocupacdo mundial com o aquecimento global suscitou
diversas pesquisas em nutricdo e producdo de ruminantes visando estratégias para mitigar a
producdo de metano pelos animais, que representa uma perda de aproximadamente 6,5% da
energia bruta das dietas®.

Com isso, o0s estudos tém avaliado fatores mais especificos na nutri¢cdo animal para a
reducdo da producéo de gas de efeito estufa (GEE) e aumento da eficiéncia alimentar, como o
efeito da inclusdo de diferentes fontes de 6leos na dieta®®, utilizacdo de aditivos e seu efeito
sobre o desempenho animal®**, e o nitrato***°,

O uso de nitrato torna-se atrativo devido a proposta de incremento no desempenho
produtivo em virtude da melhor eficiéncia. A energia que seria perdida para a produgdo de
metano € direcionada ao processo bioquimico de conversdo do nitrato a amonia, sendo este
produto utilizado pelas bactérias ruminais para sintese de proteina microbiana. Diante disso,
objetiva-se levantar discussdes ambientais que envolve a importancia da producgéo de bovinos
a pasto, bem como o uso do nitrato como ferramenta nutricional mitigadora de gas de efeito

estufa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Considerac0es sobre emissdo de gases de efeito estufa e o potencial da pecuaria
sustentavel

Em 1997, visando reduzir a emissdo de gases de efeito estufa (GEE), foi criado, a
partir do Protocolo de Kyoto, um mercado de comercializagéo de crédito de carbono®?. O
Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) permite que os paises desenvolvidos que nao
conseguirem cumprir suas metas de reducdo dos GEE compensem adquirindo os Certificados
de Emissdes Reduzidas (CER), que funcionam com unidade certificada de uma tonelada de
diéxido de carbono equivalente (tCO.eq) comercializados de forma direta entre paises e
empresas’®?*. Dessa forma, 0s paises obrigados a reduzirem suas emissdes de GEE subsidiam
reflorestamento (sequestro de carbono) ou formas de producdo ndo poluentes ou menos
poluentes em paises em desenvolvimento (que ndo tém a obrigacdo de reducdo), podendo
cumprir suas metas e estimular o desenvolvimento sustentavel nesses paises.

Na COP21 (Conferéncia das Nagbes Unidas sobre Mudanca do Clima) em 2015 foi
acordado que os paises iriam trabalhar juntos para limitar o aquecimento global abaixo de
2°C, e se adaptar aos impactos do clima em mudanca e disponibilizar recursos para cumprir
esse objetivo, surgindo assim o Acordo de Paris. A cada cinco anos 0s paises precisam
apresentar ou atualizar seus planos de reducdo de emissdes, que devido a pandemia, a COP26
foi realizada no ano de 2021 com o objetivo de firmar o acordo de limitar o aquecimento
global em 1,5°C%. Segundo o Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC)%,
para limitar o aquecimento global em 1,5°C, as emissfes de CO, precisam ser reduzidas em
45% até 2030 (na comparacdo com 2010) e neutralidade de liberacdo de CO; até 2050. Ainda,
na COP26, o metano ganhou muita importancia no Brasil por apresentar maior retengédo de
calor do que o CO2, mas se decompde na atmosfera mais rapidamente. Isso significa que as
reducdes na producdo de metano pode ter um impacto rapido no controle do aquecimento
global®.

De acordo com dados do Sistema de Estimativas de Emissées e Remogdes de Gases de
Efeito Estufa®, o Brasil emitiu 2,17 bilhdes de tCO.eq em 2019. Do total das emissdes, a
agropecuaria representou 28% (598,7 milhdes de tCOeq), sendo 61,1% (366,1 milhdes de
tCOeq) desta Gltima originada da fermentacdo entérica. Mas, atrelado a isso, Figueiredo el
al.?® relataram que em cenério de pastagens bem manejadas, ou seja, adubadas anualmente
com N, P e K, calcario, suplementos para animais, herbicidas e diesel para operagdes no

campo, o0 que justifica maior producdo de forragem, aumento na taxa de lotacdo e menor
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tempo para atingir o peso de abate, possuem capacidade de sequestro de carbono de 0,44
tCOy/ha/ano.

A baixa intensificacdo da pecuéria de corte, bem como o0 uso de animais ineficientes e
vacas com ciclos reprodutivos longos tém contribuido para 0 aumento da pegada de carbono
por meio de maiores emissées de metano (CH,)?’, podendo produzir aproximadamente trés a
quatro vezes mais do que sistemas intensivos de producdo®. Esse efeito foi observado por

Figueiredo et al.?

em que verificaram maior pegada de carbono em sistemas de pastagens
degradadas do que em pastagens bem manejadas, sendo 18,5 kg e 7,6 kg de CO, eg/kg de
peso corporal animal, respectivamente. Os mesmos autores verificaram que em area de
integracdo lavoura-pecuaria-floresta (ILPF) a pegada de carbono observada foi — 28,1 kg de
CO, eq/kg de peso corporal. Além disso, Carvalho et al.?® verificaram que a rotagdo de
pastagem com culturas de soja possui capacidade de fixar carbono no solo a uma taxa de
0,733 t/ha/ano, resultando em emissdo negativa de GEE com taxa de - 0,36 t/ha/ano. Isso
significa que o aumento da producdo de bovinos de corte a pasto no Brasil contribui
positivamente no cumprimento dos acordos firmados para a redugdo de emissdo de GEE.
Comparando dois cenarios apresentados por Brunes e Couto®®, sendo sistema média
brasileira (SMB): 9,4 t/ha de producdo de forragem, 88 animais abatidos, producdo de carne
de 19.857 kg; e sistema intensivo a pasto (SIP): 13,5 t/ha de producdo de forragem, 531
animais abatidos e 125.559 kg de carne produzida. Esses autores verificaram reducdo de
producdo de metano de 1,88 para 0,60 kg/kg de carcaca produzida ao comparar o SMB e SIP,
respectivamente. Ao comparar emissdo de metano na fase de terminacdo nesses sistemas
citados anteriormente, os mesmos autores verificaram reducdo de 63,44 para 24,84 kg/ciclo.
Diante disso, a intensificacdo da produgdo de bovinos de corte a pasto demonstra efeito
altamente positivo, tornando o sistema de pecuaria a pasto sustentavel e atrativo diante do

cenario de agronegécio mundial.

2.2 Producdo entérica de metano por ruminantes a pasto

O metano proveniente do processo fermentativo varia de acordo com a producédo de &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC), animais de producdo, fatores nutricionais, manejo, qualidade
da forragem, digestibilidade da fibra, consumo de matéria seca, uso de carboidratos

rapidamente digestiveis®**

, sendo que em dietas a base de graos a perda de energia na forma
de metano varia de 2% a 3%, 0 que representa cerca da metade do valor perdido em dietas a
base de volumoso®. Kozloski** apresenta a estequiometria da conversdo de um mol de glicose

em &cidos graxos na TABELA 1.
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TABELA 1 — Estequiometria da conversao de glicose em AGCC

GLICOSE = 2 acetato + 2 CO, + 4H, AH = - 251 kcal/mol
GLICOSE = butirato + 2 CO, + 2H, AH = - 118 kcal/mol
GLICOSE + 2H; = 2 propionato AH =+ 60 kcal/mol
GLICOSE = 2 lactato AH = - 16 kcal/mol

Fonte: Kozloski**

De acordo com a variacdo da entalpia, a producgéo de acetato resulta em maior perda de
energia por meio da producdo de CH, devido a maior geracdo de H,. Tendo em vista que o

35,36

acido acetico representa a maior propor¢do molar dos acidos graxos de cadeia curta®™, a

margem de reducédo da producdo de metano pode ser aumentada.

Ao longo do periodo de transi¢do aguas-seca, cerca de 90 dias, ao ingressar no periodo
seco as pastagens brasileiras encontram-se no estado mais critico em termos de
disponibilidade e valor nutricional. Com a chegada da seca, as pastagens apresentam alto teor
de fibra em detergente neutro (FDN) e baixo teor de PB, o que reduz a taxa de passagem e
degradabilidade, resultando em maior tempo de fermentacdo e producdo de metano®’. O
incremento desses componentes de baixa digestibilidade ou indigestiveis na planta € resultado
de fendmeno sazonal que acontece anualmente no Brasil central, sendo necessarias estratégias

de producédo e manejo nutricional para contornar essas situacoes.

O nivel de suplementacdo e 0 manejo da pastagem também séo fatores que influenciam

na emissio de GEE. Koscheck et al.®

observaram que manejar o capim Marandu com altura
de pastejo de 15 cm e suplementacdo proteico energética de 0,6% do peso vivo resultou em
aumento de eficiéncia de uso da forragem, maior desempenho por unidade de area, além de
reduzir a producdo de metano por animal de 161 g para 103,1 g/animal/dia, quando

comparado com animais submetidos a maior altura de pastejo (35 cm) e sem suplementacéo.

2.3 Uso do nitrato na alimentagdo de ruminantes
2.3.1 Pardmetros ruminais

As moléculas de hidrogénio sdo liberadas no ambiente ruminal de diversas formas e
rotas metabdlicas, uma delas € durante a formacdo de Aacidos graxos de cadeia curta
(AGCC)®. Kozloski*® apresenta que a produgdo de AGCC mais oxidados (acetato e butirato)
possuem efeitos inversos no que se refere a liberagdo de ions H* comparado aos mais
reduzidos (propionato) (FIGURA 1).
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monossacarideo
H
C NAD X Fd,
NADH + H’ Fd,
H2
NADH + .
' NAD
Produtos mais oxidados Produtos mais reduzidos
(acetato ou butirato) (propionato, succinato e lactato)

FIGURA 1 — Resumo da conversdo de monossacarideos a acidos

graxos de cadeia curta. Fonte: adaptado de Kozloski **®

Os monossacarideos sdo convertidos em metab6lito comum (piruvato) e nesse
processo ha formacdo de coenzimas reduzidas (NADH) com a liberagdo de um fon de H”.
Como o NAD" é utilizado para oxidar metabélitos e produtos intermediarios de rotas
metabolicas ha constante formacdo de NADH + H" no ambiente ruminal. Além da via
glicolitica a formacéo de acetato também libera NADH + H* no ambiente ruminal. O acetato,
independente do manejo alimentar, é o maior produto formado entre os AGCC e, portanto, ha
intensa liberacdo de fons de H® no ambiente ruminal. Esses ions de hidrogénio sdo
convertidos por ferrodoxinas, que pegam os ions H* e convertem a H, (gas hidrogénio),
regenerando o NAD" para funcionar como agente oxidante nas rotas metabolicas. O gas
hidrogénio é utilizado pelas Archaea para formacdo do metano, onde utilizam 2H, + fonte de
carbono para formar o CH,*°. O nitrato atuara na captura dessas moléculas de H, livres no

ambiente ruminal para formar aménia que outrora seriam utilizadas para formar metano®.

Teoricamente, a acdo do nitrato no ambiente ruminal estd em sua redugdo a amoénia
através da captacdo de H,, que é mais favoravel a reducdo de nitrato a nitrito (AG = - 130 kJ
mol™ de hidrogénio) e nitrito a aménio (AG = - 124 kJ/mol de hidrogénio) que a reducéo de
diéxido de carbono (CO) a CH4 (AG = - 16,9 ki/mol de hidrogénio)®®. A equagdo abaixo

apresenta o esquema de reducdo de nitrato no ramen:
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NO;3z + H, — H,O + NOy
NO, + 3H, + 2H" — 2H,0 + NH;3 + H*

Desta forma, usando os célculos estequiométricos, para cada 1 mol de nitrato séo
necessarios 4 moles de hidrogénio, o que significa que serd formado 1 mol de metano a menos
para cada mol de nitrato reduzido. Além disso, o0 nitrato pode ser tdxico aos microrganismos
ruminais incluindo os metanogénicos, sendo a reducao da producdo de metano explicada de
modo estequiométrico e por meio de competicdo entre microrganismos*. Dessa forma,
acredita-se que a reducdo da producdo de metano no rumen pode ser tanto pela possivel
toxicidade do nitrato ou seus intermedidrios as Archaea quanto pela competicdo por
hidrogénio que é fonte de energia para os microrganismos metanogénicos*. Além disso, o
metano pode ser oxidado em ambientes anaerébicos na presenca de nitrato e nitrito “**°, de
forma que o metano formado se torna doador de elétrons nas seguintes reacfes: 1) CH4 +

4NO3 = CO; + 4NO; + 2H,0*; 2) 3CH, + 8NO, + 8H" = 3CO, + 4N, + 10H,0%.

Efeitos do uso do nitrato sobre a reducdo na producdo de metano em dietas contendo
alta incluséo de forragem foi observado na literatura, sendo reducdo de 4% com inclusdo de
1% de nitrato na MS da dieta (410,8 g/kg de FDN na MS)* e 33% com incluséo de 2,7% na
MS da dieta (676,7 g/kg de FDN na MS)*'. Esse resultado pode ser atribuido & correlacéo
positiva entre Methanobrevibacter sp. e as emissdes de metano, e correlagdo negativa entre a
populagdo das Archaea e a concentracdo de amonia ruminal observado em trabalhos
utilizando novilhos Nelore fistulados e suplementados a pasto com nitrato encapsulado (70
9/100 kg PC)*®, fortalecendo a hipétese de que o uso de nitrato pode reduzir a populagdo dos

microrganismos metanogénicos.

Em experimento in vitro*', foi observado aumento cumulativo de H, em 114% até
24h, e em estudos in vivo com vacas leiteiras, aumento de H,, com aumento de producéo de
12,6 vezes® e 3,3 vezes de H,® quando o nitrato foi adicionado comparando-se com o
tratamento controle contendo ureia. Esse resultado sugere que a possivel causa de reducdo da
producdo de metano entérico € a toxicidade do nitrato (ou nitrito) aos microrganismos
metanogénicos, além da competividade por hidrogénio. A varia¢do nas concentracdes de H,
no ambiente ruminal com a incluséo de nitrato em dietas de animais pode refletir diretamente

|48—51

sobre 0 pH rumina Novilhos Nelore suplementados a pasto durante 13 meses

apresentaram aumento de pH de 6,36 com o tratamento controle (contendo ureia) para pH de

6,60 com inclusé&o de nitrato encapsulado®. Todos os trabalhos (in vivo e in vitro) citados*®™*
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obtiveram pH entre 6,20 e 6,60, com picos e quedas de acordo com as dietas e 0 horario apos

o fornecimento destas.

Auseéncia de efeito do nitrato sobre a concentracdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) foi relatado por Lee et al.>’. Por outro lado, o nitrato resultou em reducdo de
concentracdo total de AGCC de 111,9 e 102,6 mM, além de aumento na razdo
acetato:propionato de 4,48 e 5,03, trés horas apdés a alimentacdo dos animais, para 0S
tratamentos controle e nitrato respectivamente*®. Em ambientes em que hé concentracéo de H,
elevada (acima de 1 mM) e presenca de agente anti-metanogénico, a via de utilizagdo de
hidrogénio mais favorecida é a acetogénese®’. Ao comparar, em experimento in vitro, trés
tratamentos contendo diferentes compostos nitrogenados: ureia (UR), nitrato ndo encapsulado
(NNE) e nitrato encapsulado (NE) a producéo total de AGCC ndo foi influenciada, porém o
percentual de acetato foram aumentadas 63,3%, 71,1% e 69,5%, respectivamente, e
propionato diminuido em 7,3% com inclusdo de nitrato*'. Termodinamicamente, o nitrato no
ramen tem maior afinidade por H, para a reducdo a nitrito e a aménia do que com a
metanogénese e propiogénese*’, de modo que pode ocorrer reducdo na producdo de metano e
propionato ao adicionar nitrato na dieta*’.

2.3.2 Desempenho

Como ja foi mencionado, o nitrato atua na captacdo de hidrogénio para reducdo de
nitrato a nitrito e nitrito a amonia. Devido a menor perda de energia do alimento na forma de
CH, e da maior disponibilidade de amonia para sintese de proteina microbiana, espera-se
maior desempenho por unidade de alimento consumido contendo nitrato, sobretudo aos

animais em sistema de pastejo.

Tem sido verificado que a incluséo de nitrato na ragéo ocasiona redugdo do consumo,
bem como alimentagdo mais fracionada ao longo do dia>****®. Porém, ainda néo esté claro a
forma como o nitrato age para que ocorra esse efeito, seja pelo sabor amargo ou devido a
producdo do intermediario do nitrato, o o0xido nitrico (NO), que tem sido identificado em
outros estudos como um mensageiro de sinalizacdo de controle de consumo®. Hulshof et al.>’
verificaram reducdo de 7% no consumo de matéria seca com inclusdo de 2,2% de nitrato na

dieta, enquanto Velazco et al.*®

observaram reducgdo de 16% no consumo quando o nivel de
incluséo do nitrato na dieta era de 2,6% na MS. Em alguns estudos, a reducdo no consumo de
matéria seca tem contribuido com o aumento na eficiéncia alimentar dos animais alimentados

com nitrato®.
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Fernandes® avaliaram o desempenho de novilhos Nelore, e verificaram que na fase de
terminacdo houve incremento de ganho médio diario (GMD) de 0,097 kg dia™ e 29 kg no
peso corporal final para os animais suplementados com nitrato (492 kg para controle e 521 kg
de PC para nitrato). Por outro lado, Alemu et al.>* ndo observaram efeitos significativos sobre

1% avaliando a inclusdo de nitrato em dieta com 65%

0 GMD e eficiéncia alimentar. Lee et a
de MS de silagem de milho, também néo verificaram efeitos significativos no desempenho,
porém quando elevou-se a propor¢do de concentrado na dieta (80% de grdos de cevada),
houve reducdo de 7,5% no consumo de matéria seca e aumento de 11% na eficiéncia
alimentar de bovinos de corte em terminagdo. A inclusdo de nitrato na dieta tem afetado

negativamente a degradabilidade da fibra, bem como as bactérias fibroliticas'”®"

, Mas outros
estudos apresentaram efeitos inversos® ou auséncia de efeitos significativos®®. Esses efeitos
podem estar relacionados & dose’, ao acimulo de intermediarios do nitrato®™ e
consequentemente reducdo na concentracdo de NHs. Porém, mais estudos sd0 necessarios
para avaliar os efeitos do nitrato sobre o0 uso em dietas totais e em animais suplementados a

pasto, para que haja conclusdes mais consistentes quanto aos seus efeitos.

Lee*

relataram que o processo de encapsulamento resulta em uma taxa de
solubilidade do nitrato no fluido ruminal mais lenta quando comparada ao nitrato ndo
encapsulado; sendo o encapsulamento realizado com intuito de reducdo de riscos de
intoxicacdo aos microrganismos ruminais e ao animal (metemoglobinemia). Estes autores
relataram através de dados ainda ndo publicados que o encapsulamento do nitrato resultou na
diminuicdo da fracdo solivel de 100% para 35%, aumento da fracdo lentamente degradavel de
0 para 55%, e 72% de degradabilidade efetiva de N a uma taxa de passagem de 5%/h, com
taxa de degradacdo de 10%/h no rumen. Espera-se que o efeito resultante do encapsulamento
poderd resultar em concentracdes de N-NHz; ruminal mais constante ao longo do dia,
resultando melhor condi¢cdo de sobrevivéncia de microrganismos fibroliticos, e

consequentemente, aumento da eficiéncia de utilizacdo do pasto consumido.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DO USO DE NITRATO ENCAPSULADO NA
SUPLEMENTACAO DE BOVINOS DE CORTE EM PASTEJO

RESUMO: Objetivou-se avaliar os efeitos do uso do nitrato encapsulado na suplementagéo
de bovinos de corte em pastagem nas épocas de seca, transicdo seca-aguas e aguas, sobre o
desempenho e taxa de consumo de suplemento. Foram utilizados 64 bovinos machos nao
castrados com raca predominantemente Nelore, com peso corporal inicial (PC) de 177,46 *
3,77 kg e nove meses de idade, distribuidos aleatoriamente em 16 piquetes de Urochloa
brizantha com 1,0 ha cada, permanecendo quatro animais por piquete. Os tratamentos
avaliados foram: FS (suplemento proteico-energético contendo farelo de soja) e NE
(suplemento proteico-energético com inclusdo de nitrato encapsulado na proporcéo de 33,4
g/kg de matéria seca em substituicdo parcial pelo farelo de soja). O concentrado foi fornecido
diariamente na propor¢do de 1,0% do PC. Houve reducdo no consumo de matéria seca do
suplemento (CMSS) quando o NE foi adicionado ao suplemento no periodo seco (2,40 para
2,28 kg/dia) (P < 0,01), transi¢do seca-aguas (2,92 kg para 2,50 kg/dia) (P < 0,01), aguas
(3,63 para 3,14 kg/dia) (P < 0,01) e periodo total (2,94 para 2,61 kg/dia) (P < 0,01). O ganho
médio diario ndo foi influenciado pelo tratamento em nenhum dos periodos avaliados,
apresentando médias de 0,834, 1,042, 0,954 e 0,935 nos periodos de seca, transicdo seca-
aguas, aguas e periodo total respectivamente (P > 0,13). A inclusdo do NE resultou em
elevacdo da eficiéncia de uso do suplemento no periodo de transi¢do seca-aguas de 0,362 para
0,411 (P < 0,01), e no periodo total de 0,324 para 0,353 (P < 0,01). Nao houve diferengas no
PC final dos animais nas épocas avaliadas, assim como no periodo total, com a incluséo de
NE (P > 0,16). A taxa de consumo de suplemento foi influenciada pela inclusdo de NE nas
épocas de transicdo seca-aguas e aguas (P < 0,01), sendo observado reducfes na quantidade
de alimento consumido nas primeiras 3 h de 2,79 para 0,80 kg e 2,63 para 1,36 kg,
respectivamente. A inclusdo de nitrato encapsulado na proporc¢édo de 33,4 g/kg de matéria seca
de suplemento reduz consumo de concentrado sem afetar negativamente o ganho de peso dos
animais, acarretando no aumento de eficiéncia de uso de suplemento por animais sob pastejo.

Palavras-chave: concentrado, eficiéncia, Nelore, nitrito, pastagem, ruminante
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ABSTRACT: The objective was to evaluate the effects of the use of encapsulated nitrate in
the supplementation of beef cattle on pasture in the dry season, dry-water transition and wet
season, on performance and supplement consumption rate. Sixty-four non-castrated male
bulls, predominantly Nellore, with initial body weight (BW) of 177.46 + 3.77 kg and nine
months of age were used, randomly distributed in 16 Urochloa brizantha paddocks with 1.0 ha
each, remaining four animals per paddock. The treatments evaluated were: SM (protein-
energy supplement containing soybean meal) and EN (protein-energy supplement with
encapsulated nitrate in the proportion of 33.4 g/kg of dry matter in partial replacement by
soybean meal). The concentrate was supplied daily in the proportion of 1.0% of the BW.
There was a reduction in the dry matter intake of the supplement (DMSI) when EN was added
to the supplement in the dry period (2.40 to 2.28 kg/day) (P < 0.01), dry-water transition (2.92
kg to 2.50 kg/day) (P < 0.01), water (3.63 to 3.14 kg/day) (P < 0.01) and total period (2.94 to
2.61 kg/day) day) (P < 0.01). The average daily gain was not influenced by the treatment in
any of the evaluated periods, presenting averages of 0.834, 1.042, 0.954 and 0.935 in the dry
periods, dry-water transition, waters and total period respectively (P > 0.13). The inclusion of
EN resulted in an increase in the efficiency of supplement use in the dry-water transition
period from 0.362 to 0.411 (P < 0.01), and in the total period from 0.324 to 0.353 (P < 0.01).
There were no differences in the final BW of the animals in the evaluated periods, as well as
in the total period, with the inclusion of EN (P > 0.16). The supplement consumption rate was
influenced by the inclusion of EN in the dry-water and wet transition seasons (P < 0.01), with
reductions in the amount of food consumed in the first 3 h from 2.79 to 0.80 kg and 2.63 for
1.36 kg, respectively. The inclusion of encapsulated nitrate in the proportion of 33.4 g/kg of
supplement dry matter reduces the consumption of concentrate without negatively affecting
the weight gain of the animals, resulting in an increase in the efficiency of supplement use by
animals under grazing.

Keywords: concentrate, efficiency, Nelore, nitrite, pasture, ruminant
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1 INTRODUCAO

O uso do nitrato encapsulado (NO3) em dietas de ruminantes tem sido amplamente
avaliado™™ devido ao fato deste contribuir para mitigacdo de metano (CH4)°. A reducéo
entérica da producdo de CH4 em bovinos representa diminuicdo do impacto ambiental (por se
tratar de um gas que contribui para o efeito estufa)®, bem como aumento de saldo energético
para a conversdo de produto de origem animal, uma vez que a perda de energia na forma de

CH, pode variar de 2% a 6% do total consumido’.

Outra particularidade relacionada ao NO3 encapsulado é a redugdo no consumo de
matéria seca, que em muitos casos esse efeito vem acompanhado de auséncia de efeitos
negativos sobre o desempenho®**. Com isso, aumento na eficiéncia de uso do alimento pode

ser esperado em bovinos de corte recebendo NOs™ encapsulado’.

O processo de encapsulamento do NOj3™ resulta em taxa de solubilidade mais lenta
quando comparado & solubilidade do nitrato ndo encapsulado?, o que reflete no acimulo de
nitrito no ramen, e consequentemente sobre os niveis de nitrogénio amoniacal podendo se
tornar mais constante ao longo do dia. Para animais em pastejo, ambiente ruminal estavel
favorece o crescimento microbiano, e dessa forma resulta em melhor utilizacdo de

carboidratos fibrosos**™*°.

Diante disso, objetivou-se avaliar os efeitos do uso do nitrato encapsulado na
suplementacdo de bovinos de corte em pastagem nas épocas de seca, transicdo seca-aguas e

aguas, sobre o desempenho produtivo e taxa de consumo de suplemento.

2 MATERIAL E METODOS

A Comisséo de Etica de Uso de Animaiss/CEUA da Universidade Federal de Goias
aprovou a utilizacdo dos animais sob o protocolo nimero 011/18. O experimento foi realizado
no Centro de Pesquisa em Pecuaria Extensiva (CEPPEX) da Universidade Federal de Goias,

localizado no municipio de Séo Francisco de Goias — Goias.

O estudo foi realizado durante os periodos de seca, transicdo seca-aguas e aguas, entre
agosto de 2018 e abril de 2019, totalizando 244 dias de avaliacdo. Foram utilizados 64
bovinos machos ndo castrados predominantemente Nelore, com peso corporal inicial de
177,46 + 3,77 kg e nove meses de idade. Todos os animais foram identificados com brinco,
vacinados e vermifugados antes de iniciar o experimento. Os animais foram adquiridos do

mesmao rebanho, portanto, oriundo do mesmo sistema de criacéo a pasto.
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Os animais foram distribuidos segundo o delineamento inteiramente casualizado em 16
piquetes de 1,0 hectare cada, contendo pastagem Urochloa brizantha, permanecendo, assim,
quatro animais por piquete e oito piquetes por tratamento. Os animais permaneceram no
mesmo piquete do inicio ao fim do experimento. O pasto foi vedado e adubado com 45 kg de

N/ha 124 dias antes do inicio do experimento.

Foram avaliados dois tratamentos: FS - suplemento contendo farelo de soja e; NE -
suplemento com inclusdo de nitrato de célcio e aménio decahidratado encapsulado
(5Ca(N0O3)2.NH4NO3.10H,0, GRASP Ind. & Com. LTDA, Curitiba, Brasil) na proporcao de
33,4g/kg de MS, em substituicdo parcial da proteina do farelo de soja. Os suplementos foram
formulados para serem isoproteicos dentro de cada fase do ano; sendo 250, 220 e 200 g/kg de
proteina bruta (PB) na matéria seca (MS) para os periodos de seca, transicdo seca-aguas e
aguas, respectivamente (TABELA 1). A adaptacdo dos animais ao NO3™ encapsulado ocorreu
durante seis dias, sendo trés dias com dose de 20g/kg de MS e trés dias com dose de 27g/kg
de MS.

TABELA 1 - Composic¢do de ingredientes e composicdo quimica dos suplementos fornecidos aos
animais durante o periodo experimental

FS® NE"
Seca Seca-aguas Aguas Seca Seca-aguas Aguas
Ingredientes (g/kg de MS)
Milho 628,1 709,9 766,5 730,3 812,0 868,6
Farelo de soja 299,8 223,1 1715 173,1 96,3 44,7
Ureia 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7
Mistura mineral 30,0 25,0 20,0 30,0 25,0 20,0
Nitrato 0 0 0 50,0 50,0 50,0
Calcéario 25,4 25,4 25,4 0 0 0
Composicao quimica (g/kg de MS)

Matéria seca 883,2 876,8 886,4 878,7 8749 879,0
Proteina bruta 260,5 220,0 189,0 258,3 216,1 186,1
NNP* 99,6 99,6 99,6 47,1 47,1 47,1
Célcio 10,6 10,4 10,2 10,6 10,4 10,2

*Suplemento contendo farelo de soja; "Suplemento com inclusdo de 50g/kg de MS de nitrato de célcio
e amonio decahidratado encapsulado (33,4g de NO; por kg de MS do suplemento) (composicéo
quimica: 85,17% de matéria seca, 16,47% de nitrogénio (102,9% PB-equivalente), 66,86% de NO; e
19,61% de céalcio); °Nitrogénio néo proteico.

As amostras dos ingredientes dos suplementos foram coletadas a cada batida de ragéo e
realizada uma composta por tratamento e por época, para posteriormente realizar as analises

bromatoldgicas seguindo a metodologia de Detmann et al. ™.
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Os bebedouros equipados com boia possuiam capacidade para 300 litros de dgua eram
compartilhados para dois piquetes para permitir o fornecimento de agua a vontade. O
suplemento foi fornecido diariamente ao nivel de 1,0% do peso corporal. O trato foi realizado
todos os dias as 10:00 h em cochos com dimensionamento de 2,5 x 0,5 m para permitir o
acesso simultaneo dos animais. As sobras do concentrado no cocho (sempre que presentes)
eram recolhidas diariamente antes do trato (10:00h), pesadas para quantificar a flutuacdo de

consumo diario de suplemento (FIGURA 1) e demais variaveis relacionadas ao consumo de

matéria seca de suplemento.
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FIGURA 2 — Flutuacéo diaria de consumo de matéria seca de suplemento por bovinos de corte em pastejo
nas épocas de seca (A), transi¢do seca-aguas (B) e aguas (C)
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A temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C), umidade méxima (%) e umidade
minima (%) foram registradas diariamente através de um termdmetro instalado na area
experimental. Um pluviémetro também instalado na area experimental foi utilizado para

registrar indices pluviométricos (TABELA 2).

TABELA 2 - Dados médios de temperatura, umidade e pluviosidade durante o periodo experimental

Transicao seca-

Seca , Aguas Periodo total
aguas
Temperatura (°C)
Maxima 40,8 37,3 38,0 38,7
Minima 16,5 18,6 18,8 18,0
Média 22,0 21,3 21,7 21,7
Umidade (%)
Maxima 86,3 97,9 98,0 94,1
Minima 15,7 27,2 30,9 24,6
Média 51,0 65,9 64,5 60,5
Pluviosidade (mm) 225 597,9 300,7 1.123,6

A avaliacdo qualitativa da forragem consumida pelos animais foi realizada a cada 14
dias via pastejo simulado, conforme Johnson®’, identificando o tipo de material colhido e
coletando uma amostra semelhante. Por se tratar de avaliacdo visual, impediu-se o
discernimento do comportamento alimentar dos animais em cada piquete. Com isso, as
amostras coletadas de cada piquete foram pré-secadas em estufa de 55°C por 72h, moidas a 1
mm e homogeneizadas por periodo. Posteriormente foram avaliados os teores de MS, cinza,
matéria organica (MO), PB, extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigido para
cinzas e proteina (FDNcp) de acordo com Detmann et al.'®. O teor de carboidratos néo
fibrosos foi determinado segundo a equacéo de Mertens'®; CNF = 100 — Cinza — PB — EE -
FDNcp (TABELA 3).

TABELA 3 - Composi¢do quimica do pastejo simulado (g/kg) durante o periodo experimental

Seca Transicao Aguas Periodo total
seca-aguas
Matéria seca 625,3 257,9 256,1 379,8
Cinza 63,4 74,9 75,0 71,1
Matéria orgénica 936,6 925,1 925,0 928.,9
FDNcp? 653,1 569,5 601,0 607,9
Proteina bruta 64,4 111,8 109,4 95,2
Extrato etéreo 18,1 19,6 16,4 18,0
Carboidratos nao fibrosos 201,0 2242 198,3 207,8

*Fibra insolvel em detergente neutro corrigido para cinza e proteina

A disponibilidade de MS do pasto foi estimada a cada 28 dias utilizando um quadrado
metalico de 0,25 m? (50 x 50 cm), com o corte realizado rente ao solo segundo a metodologia
proposta por McMeniman®®. O material coletado foi pesado, homogeneizado e uma

subamostra foi separada em duas fragGes: uma para avaliagdo de disponibilidade total de
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matéria seca por hectare e outra para separacdo das fracGes correspondente a folha verde,
folha seca, colmo verde e colmo seco para estimar a disponibilidade das mesmas em MS por
hectare. A fracdo indigestivel da fibra em detergente neutro (FDNi) da forragem foi
determinada segundo Detmann et al.*® e, posteriormente, utilizada para compor a equagéo
descrita por Paulino® para determinacdo da matéria seca potencialmente digestivel (MSpd),
sendo: MSpd = 0,98 (100 — FDN) + (FDN — FDNi).

Sem jejum, os animais foram pesados no inicio do experimento e a cada 28 dias para o
acompanhamento do ganho de peso. O ganho médio diario foi determinado subtraindo o peso
final do peso inicial e dividido pelo nimero de dias que o animal levou para ganhar aquele
peso. A eficiéncia de uso do suplemento foi calculada dividindo-se o ganho médio diario pelo
consumo de matéria seca de suplemento (GMD:CMSS). A taxa de consumo de suplemento
foi monitorada as trés, seis, nove, 12 e 24 h apds a alimentacdo a cada 28 dias. O concentrado
remanescente foi pesado em cada ponto de tempo. A quantidade de suplemento consumido
em cada ponto de tempo foi calculado subtraindo o peso do concentrado remanescente no

cocho daquele tempo pelo peso do ponto de tempo anterior®.

As comparacdes entre as médias dos dados de consumo de matéria seca de suplemento,
ganho médio diério, eficiéncia de uso do suplemento, peso corporal final foram analisados
através da ANOVA e teste Tukey. A taxa de consumo de suplemento foi analisada por meio
de medidas repetidas no tempo (sendo o horéario pos alimentacdo a medida repetida), e
comparada através do teste Tukey, com utilizacdo do software R. Todas as comparagdes entre
tratamentos foram realizadas ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

3 RESULTADOS

Né&o houve diferencas significativas na disponibilidade média de matéria seca e fragdes
da pastagem entre o0s tratamentos nas época seca, transicdo seca-aguas e aguas (TABELA 4).
Na época seca, a disponibilidade média de matéria seca dos pastos foram 7.691,3 e 7.710,0
kg/ha para tratamentos FS e NE (P > 0,96). A MSpd para o tratamento FS foi 4.613,5 e NE de
4.806 kg/ha (P > 0,49). As disponibilidades de folhas verdes, folhas secas, colmos verdes e
colmos secos para os tratamentos FS e NE foram 581,2 e 441,7 kg/ha (P > 0,17), 2.575,4 e
2.524,2 kg/ha (P > 0,72), 1.978,8 e 1.872,4 kg/ha (P > 0,59) e 2.555,9 e 2.871,7 kg/ha (P >
0,38), respectivamente. A relacdo folha:colmo dos pastos na epoca seca foi 0,71 para FS e
0,64 para NE (P > 0,24) (TABELA 4).
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TABELA 4 — Efeito do nitrato encapsulado no suplemento sobre a disponibilidade de pasto e fracGes
da pastagem (kg/ha) composta por Urochloa brizantha nos periodos de seca, transi¢do seca-aguas e

aguas
Item Fs® NE® EPM® P-valor
Seca
Matéria seca’ 7.691,3 7.710,0 309,97 0,9666
MSpd® 4.613,5 4.806,5 194,52 0,4944
Folha verde 581,2 441,7 69,66 0,1787
Folha seca 2.575,4 2.524,2 101,95 0,7278
Colmo verde 1.978,8 1.872,4 138,65 0,5958
Colmo seco 2.555,9 2.871,7 247,56 0,3823
Relacéo folha:colmo 0,71 0,64 0,04 0,2402
Transicao seca-aguas
Matéria seca’ 6.162,0 5.767,5 396,09 0,4929
MSpd® 3.927,8 3.624,7 232,83 0,3729
Folha verde 1.918,1 1.787,4 96,64 0,3550
Folha seca 894,2 850,5 87,27 0,7283
Colmo verde 2.056,4 2.087,0 189,64 0,9108
Colmo seco 1.293,3 1.029,6 161,08 0,2664
Relacdo folha:colmo 0,88 0,89 0,0731 0,8867
Aguas

Matéria seca’ 6.491,1 6.035,0 288,37 0,2822
MSpd® 3.733,3 3.468,6 158,52 0,2572
Folha verde 1.716,5 1.612,1 60,83 0,2449
Folha seca 1.095,0 999,7 91,50 0,4736
Colmo verde 2.324,8 2.208,3 156,27 0,6061
Colmo seco 1.354,8 1.215,0 105,62 0,3652
Relacédo folha:colmo 0,77 0,78 0,04 0,9465

°FS — suplemento contendo farelo de soja; °NE - suplemento com adicdo de nitrato encapsulado; °Erro
padrdo da média; “Disponibilidade de matéria seca do pasto; °Disponibilidade de matéria seca
potencialmente disponivel.

A disponibilidade média de matéria seca dos pastos na época de transicdo seca-aguas
foram 6.162,0 kg/ha para o tratamento FS e 5.767,5 kg/ha para o tratamento NE (P > 0,49).
Foi observado disponibilidade média de matéria seca potencialmente digestivel de 3.927,8 e
3.624,7 kg/ha para os tratamentos FS e NE (P > 0,37) respectivamente. As disponibilidades de
folhas verdes, folhas secas, colmos verdes e colmos secos para os tratamentos FS e NE foram
1.918,1 e 1.787,4 kg/ha (P > 0,35), 894,2 e 850,5 kg/ha (P > 0,72), 2.056,4 e 2.087,0 kg/ha (P
> 0,91), respectivamente. A relacdo folha:colmo dos pastos na época de transicdo seca-aguas
apresentaram valores medios de 0,88 e 0,89 para os tratamentos FS e NE (P > 0,88),
respectivamente (TABELA 4).

Na época de aguas, a disponibilidade média de matéria seca dos pastos 6.491,1 kg/ha e
6.035,0 kg/ha para os tratamentos FS e NE (P > 0,28) respectivamente (TABELA 4). A MSpd
dos pastos apresentaram médias de 3.733,3 e 3.468,6 kg/ha para os tratamentos FS e NE (P >
0,25). As disponibilidades médias de folhas verdes, folhas secas, colmos verdes e colmos
secos foram 1.716,5 e 1.612,1 kg/ha (P > 0,24), 1.095,0 e 999,7 kg/ha (P > 0,47), 2.324,8 e
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2.208,3 kg/ha (P > 0,60) e 1.354,8 e 1.215,0 kg/ha (P > 0,36) para os tratamentos FS e NE,
respectivamente. A relacdo folha:colmo dos pastos nos tratamentos FS e NE foram 0,77 e
0,78 (P > 0,94), respectivamente.

Houve diferenca significativa no consumo de matéria seca do suplemento (CMSS) entre
os tratamentos (P < 0,01) no periodo seco (TABELA 5), apresentando reducéo de 5,0% (2,40
vs 2,28 kg/dia para FS e NE, respectivamente).

TABELA 5 - Efeito do nitrato encapsulado no suplemento sobre o desempenho de novilhos de corte
no periodo seco, transi¢do seca aguas, aguas e periodo total

Item Fs® NEP EPM® P-valor
Seca
PCi® 177,7 177,2 1,3769 0,8157
CMSS® 2,40 2,28 0,0268 0,0068
CMSST! 199,5 196,9 1,6249 0,2751
GMD? 0,853 0,815 0,0202 0,2057
GMD:CMSSh 0,355 0,357 0,0086 0,8405
PCf' 2485 2449 2,6347 0,3487
Transi¢do seca-aguas
PCi¢ 2485 2449 2,6347 0,3487
CMSS® 2,92 2,50 0,0486 < 0,001
CMSST' 2427 2314 2,0837 0,0018
GMD? 1,059 1,024 0,0238 0,3121
GM_D:CMSSh 0,362 0,411 0,0081 < 0,001
PCf' 336,4 329,9 3,5018 0,2063
Aguas
PCi¢ 336,4 329,9 3,5018 0,2063
CMSS® 3,63 3,14 0,0834 0,0010
CMSST' 281,2 261,4 2,904 < 0,001
GMD? 0,975 0,932 0,0332 0,3710
GM_D:CMSSh 0,268 0,298 0,0102 0,0579
PCf' 410,5 400,7 4,7892 0,1694
Periodo total
PCi® 177,7 177,2 1,3769 0,8157
CMSS® 2,94 2,61 0,0441 < 0,001
CMSST' 723,4 689,7 5,7099 < 0,001
GMD? 0,954 0,916 0,0170 0,1320
GM_D:CMSSh 0,324 0,353 0,0067 0,0097
PCf' 410,5 400,7 4,7892 0,1694

°FS— suplemento sem adicdo de nitrato encapsulado; °NE - suplemento com adigdo de nitrato
encapsulado na proporcéo de 33,4g/kg de MS, em substituicdo parcial da proteina do farelo de soja;
“Erro padrdo da média; “Peso corporal inicial; “Consumo de matéria seca de suplemento (kg/dia);
'Consumo de matéria seca de suplemento total do periodo (kg); 9Ganho médio didrio (kg/dia);
"Eficiéncia de uso do suplemento (ganho médio diario:consumo de matéria seca de suplemento); ‘Peso
corporal final (kg).

O consumo de matéria seca de suplemento total (CMSST) no periodo da seca nao
diferiu significativamente, apresentando medias de 199,5 kg para o tratamento FS e 196,9
para NE (P > 0,27). O ganho médio diario (GMD) durante a época seca nao apresentou
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diferencas significativas, sendo 0,853 kg/dia para FS e 0,815 kg/dia para NE (P > 0,20). A
eficiéncia de uso do suplemento (GMD:CMSS) néo apresentou diferenca significativa (P >
0,84), sendo médias observadas de 0,355 e 0,357 para FS e NE, respectivamente. Ndo houve
diferenca significativa no peso corporal final (PCf) com a inclusdo do nitrato encapsulado
(NE) no suplemento, apresentando médias de 248,5 e 244,9 kg para FS e NE, respectivamente
(P >0,34).

No periodo de transi¢cdo seca-aguas, a adicdo do NE no suplemento influenciou na
reducdo do CMSS (P < 0,01) em 14,6%, sendo 2,922 kg e 2,496 kg/dia para animais do
tratamento FS e NE, respectivamente (TABELA 5). Houve redu¢do no CMSST de 242,7 para
231,4 kg com a inclusdo de NE no suplemento (P < 0,01). Embora ndo tenha havido
diferencgas significativas no GMD no periodo de transi¢cdo-seca aguas (1,042 kg) (P > 0,31), a
inclusdo do NE resultou em aumento da eficiéncia de uso do suplemento de 0,362 para 0,411
(P < 0,01), representando aumento de 13,5%. O PCf dos animais no periodo de transicao
seca-aguas apresentou médias de 336,4 e 329,9 kg para os tratamentos FS e NE,

respectivamente (P > 0,20).

A inclusdo de NE reduziu o CMSS no periodo das aguas (P < 0,01) de 3,631 para 3,143
kg/dia, ou seja, houve diminuicdo de 13,4% no consumo de matéria seca de suplemento
(TABELA 5). Foi observado que o CMSST reduziu de 281,2 para 261,4 kg com inclusdo de
NE no suplemento dos animais (P < 0,01). A reducdo no consumo de suplemento nédo
influenciou no GMD dos animais (P > 0,37), apresentando médias de 0,975 e 0,932 kg/dia
para animais do tratamento FS e NE, respectivamente. A GMD:CMSS ndo apresentou
diferenca significativa (P > 0,05) quando o NE foi adicionado ao suplemento, sendo
observado valores médios de 0,268 e 0,298 para FS e NE, respectivamente. O PCf médio dos
animais foi de 410,5 e 400,7 kg para os animais do tratamento FS e NE, respectivamente (P >
0,16).

Houve reducdo no CMSS no periodo total de 11,5% com a inclusdo de NE (2,943 vs
2,605 kg/dia) (P < 0,01) (TABELA 5). O CMSST foi reduzido com a inclusdo de NE em
4,7%, sendo 723,4 kg para o tratamento FS e 689,7 kg para o tratamento NE (P < 0,01). O
GMD dos animais ndo foi influenciado pela adicdo de NE no suplemento (P > 0,13),
apresentando médias de 0,954 e 0,916 kg para os tratamentos FS e NE, respectivamente. A
eficiéncia de uso de suplemento foi aumentada em 9,0% com a incluséo do NE (P < 0,01),

sendo 0,324 para o tratamento FS e 0,353 para o tratamento NE.
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A inclusdo do NE reduziu a taxa média de consumo de suplemento por bovinos a pasto
no periodo de transicdo seca-aguas de 78,1% para 49,1% (P < 0,01). Foi observado menor
percentual de suplemento consumido por intervalo de tempo observado (P < 0,01) (FIGURA
2A).
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FIGURA 2 - Taxa de consumo por bovinos de corte suplementados a pasto no
periodo de transicao seca-aguas (A) e periodo de aguas (B)
*Meédias dos tratamentos diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

No tempo 3 h, houve reducéo da taxa de consumo de 71,5% para 29,9% com a incluséo
do nitrato (P < 0,01). Seis horas apds o fornecimento de suplemento houve diferenca
significativa na taxa de consumo de suplemento entre os tratamentos (P > 0,01), apresentando

diminuicdo de 96,9% para 41,8% com inclusdo de NE. Nove horas apds a suplementacéo,
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100% do suplemento contendo FS foi consumido, enquanto que os animais do tratamento NE
havia consumido 59,9% do suplemento (P < 0,01). Nos tempos 12 e 24 horas, as taxas de
suplementos consumidos pelos animais do tratamento NE foram 75,3 e 87,9% que diferiram
do tratamento FS (P < 0,01) (FIGURA 2A).

A FIGURA 2B apresenta a taxa de consumo de suplemento no periodo de aguas. Foi
observada taxa média de consumo mais rapida para os animais do tratamento FS, sendo
77,0% contra 55,0% para os animais do tratamento NE (P < 0,01). No tempo trés horas ap6s o
fornecimento do concentrado foi observado redugdo na taxa de consumo de suplemento de
69,9% para 33,3% com a inclusdo de NE (P < 0,01). No tempo seis horas, 0s animais
alimentados com NE apresentaram taxa de consumo mais baixa (53,6%) em comparagdo com
o0s animais do tratamento FS (97,7%) (P < 0,01). No tempo nove horas apds o fornecimento
de suplemento, os animais do tratamento FS ndo consumiu suplemento (97,7%) enquanto que
0s animais do tratamento NE consumiram 75,8% (P < 0,01). Doze horas apds o fornecimento
de suplemento, o percentual de alimento consumido pelos animais do tratamento FS ainda se
encontrava com 97,7% enquanto que os animais do tratamento NE haviam consumido 78,4%
(P < 0,02). Nao foi observado diferencas significativas entre o percentual de suplemento
fornecido entre os tratamentos no tempo 24 horas (P > 0,21), sendo médias observadas de

98,7% e 88,5% para os tratamentos FS e NE, respectivamente.

4 DISCUSSAO

Estudos tém relatado efeitos do uso de nitrato encapsulado em dietas sobre a reducdo do
consumo em animais®*®*!. Sugere-se que esse efeito pode estar associado a mudancas nas
caracteristicas organolépticas advindo do sabor amargo do nitrato?, ou pelo produto
intermediario do nitrato, o 6xido nitrico (NO), que foi identificado em outro estudo como
mensageiro de sinalizacdo de controle de consumo®. Apesar de ndo mensurado, os riscos de
toxidade por nitrito que leva ao quadro de metemoglobinemia foi descartado, pois estudos

realizados por Lee et al.?

em que os animais consumiam 50 g de NO3™ para cada 100 kg de
peso corporal (174,7 g/d) em dieta total ndo apresentaram intoxicagdo (< 1,02% da
hemoglobina total), enquanto que no presente estudo o consumo maximo estimado de NOj3
proveniente da inclusdo no suplemento foi de aproximadamente 36 g para cada 100 kg de
peso corporal. A pastagem foi adubada com 45 kg de N/ha e ndo poderia apresentar efeitos de

|.23

reducdo e consumo, ou riscos de intoxicagcdo aos animais, pois Primavesi et al.”* avaliando

niveis de 0, 50, 100 e 200 kg de N/ha verificaram que adubag¢do com 200 kg de N/ha
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apresentou maior acumulo de nitrato na forragem e que ainda assim estava na faixa

permissivel para alimentacdo dos animais (-3.400 a 4.500 mg/kg)®*.

Apesar de, em alguns casos, o nitrato apresentar reducdo de consumo de alimento,

1,10,11,22,25’ assim

estudos demonstram auséncia de efeitos negativos sobre 0 ganho médio diario
como ocorreu no presente estudo em todas as épocas avaliadas, bem como no periodo total do
experimento. A reducdo do consumo de matéria seca de suplemento, seguido de auséncia de
efeitos significativos sobre o GMD pode apresentar beneficios diante de um potencial
aumento na eficiéncia de uso do suplemento. Porém na época de seca, apesar da redugdo em
5,0% no consumo de matéria seca de suplemento, ndo houve aumento na eficiéncia de uso do
suplemento. A relacao folha:colmo (0,71 e 0,64 dos piquetes referentes aos tratamentos FS e
NE, respectivamente) e oferta de folhas verdes de 581,2 e 441,7 kg/ha observados nas
pastagens dos tratamentos FS e NE, respectivamente, (TABELA 4) nessa época pode ter
limitado os animais na selecdo de fracGes da forragem que possuem melhor qualidade. A
concentracdo de 653,1 g de FDNcp por kg de MS observada nas amostras de simulacdo de
pastejo (TABELA 3) fornece fortes indicios de que houve limitacdo de entrada de nutrientes
via consumo de pasto, seja por limitacdo fisica e baixa taxa de passagem ocasionada pela
baixa digestibilidade da forragem evidenciada pela concentracdo de 64,4 g de PB por kg de
MS. Estudos realizados por Franco et al.?® com pastagem Urochloa brizantha no periodo seco
apresentando teores de PB e FDN de 32,0 e 746,0 g/kg de MS, respectivamente, verificaram
que quando a oferta de folhas verdes reduziu de 1.634,2 para 561,4 kg/ha, a digestibilidade in
vitro da matéria seca reduziu de 450,0 para 370,0 g/kg. Os mesmos autores relataram que o
aumento no desempenho dos animais nessa época se da por meio da contribuicdo de
nutrientes por meio do uso de suplementacdo devido ao efeito associativo positivo atribuido a
adicdo de compostos limitantes para 0s microrganismos. Ainda, segundo Detmann et al.?,
concentracdes de PB inferiores a 80 g/kg de MS influenciam negativamente a multiplicacdo
de microrganismos fibroliticos e, consequentemente na taxa de passagem e reducdo de
consumo de pasto, bem como seu aproveitamento. Van Wyngaard et al.?® fornecendo niveis
de 0, 24 ou 48 g de nitrato ndo encapsulado por kg de MS de suplemento para vacas em pasto
(5,4 kg de MS/vaca/dia), verificaram que o maior nivel de nitrato utilizado resultou em efeito
substitutivo, e que apesar de ndo haver diferengas significativas no consumo total de matéria
seca, a entrada de nutrientes provenientes do pasto foi limitada pelo teor de fibra acarretando
na reducao da producéo de leite. Diante disso, € possivel que a diferenca de consumo de 120 g

de MS de suplemento entre os tratamentos FS e NE na época seca tenha sido compensada
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pelo aumento de saldo energético gerado pelo uso do nitrato e ndo pela elevacdo de ingestdo
de matéria seca do pasto evidenciado pela auséncia de efeitos significativos na
disponibilidade média de matéria seca na epoca seca, sendo 7.691,3 e 7.710,0 kg/ha nos

piquetes dos tratamentos FS e NE, respectivamente (TABELA 4).

O percentual de reducdo de consumo de matéria seca de suplemento entre os animais FS
e NE nas épocas de transi¢do seca-aguas (14,6%) e &guas (13,4%) podem ser explicados, em
parte, pelo aumento da oferta de folhas verdes nesses periodos (1.853,3 e 1.662,9 kg/ha,
respectivamente vs 517,0 kg/ha na época seca) (TABELA 4). A precipitacdo pode ter exercido
influencia sobre a flutuacdo de consumo de matéria seca de suplemento (FIGURA 1), pois
verificou-se 225 mm de chuva no final do periodo seco (TABELA 1), e juntamente a isso
variagdes na ingestdo de suplemento. O aumento de 13,5% na eficiéncia alimentar dos
animais alimentados com nitrato encapsulado no periodo de transicdo seca-aguas
possivelmente tenha ocorrido por meio de maior saldo energético devido a maior qualidade de
forragem nessa época (569,5, 111,8 e 224,2 g/kg de MS). Durante a fermentacdo, H, séo
produzidos e precisam ser utilizados para que haja continuidade do catabolismo intracelular, e
0S microrganismos metanogénicos sdo 0s principais agentes captadores de H, para a
metanogénese (AG = - 67,4 ki/mol de H,)**°, que uma vez sendo produzido, ocorre perca
energética na forma de gas. Com isso, a inclusdo do NE na dieta, parte do H, que seria
direcionado para a producao de metano ¢ direcionado a redugdo de nitrato a amonia (AG = -
254 kJ/mol de Hy)®, favorecendo o crescimento de microrganismos fibroliticos,
proporcionando maior fermentacdo dos alimentos, maior producdo de energia e sintese de
proteina microbiana®’. A otimizacdo da concentracdo de aménia ruminal em épocas do ano
com altas precipitacfes (597 mm no periodo de transicdo-seca aguas, TABELA 2) é de suma
importancia, pois durante essa época a pastagem apresenta um ganho potencial (ou ganho
latente) de aproximadamente 200 g/animal/dia, devido ao desequilibrio no teor de energia e
proteina (com excesso relativo de energia), que pode ser obtido por meio de estratégias de
suplementacéo proteica?®?’. Lee et al.! observaram aumento de 11% na eficiéncia alimentar
de bovinos alimentados com 25 g de nitrato encapsulado por kg de MS quando houve a
substituicdo da ureia. Esses dados demonstram que o tipo de fonte de nitrogénio ndo proteico
fornecido na dieta (no presente caso, o nitrato encapsulado) pode alterar as vias metabolicas
dos produtos gerados pela fermentacdo do alimento, fornecendo mais energia ao animal por
kg de alimento consumido. Aumento da proporcéo molar de acetato foi observado por Berti®

qguando substituiu parcialmente o farelo de soja por nitrato encapsulado (50 g/kg de MS) no
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suplemento de bovinos de corte em pastagens em condi¢Ges semelhantes a época transicao
seca-aguas do presente estudo. Esse autor relata ainda que auséncia de efeitos significativos
foi observado na concentracdo de N-NHj3 e digestibilidade de FDN com a inclusdo de NE,
sugerindo que os ions de H, proveniente da fermentacdo estdo sendo direcionados para
acetogénese (AG = - 8,8 ki/mol de H,)®. O acetato possui grande importancia no
fornecimento de energia para bovinos, uma vez que é absorvido por difusdo através do
epitélio do rumen-reticulo e utilizado na oxidacéo direta para a producéo de energia, que leva
a producéo final de 10 ATP para cada mol produzido®. A reducdo de consumo de matéria
seca de suplemento contendo NE observada durante todos os periodos sem afetar
negativamente o ganho de peso dos animais, refletiu em aumento de eficiéncia de uso do
suplemento em 9% quando avaliado o periodo total, e reducdo na quantidade total de
suplemento fornecido para os animais de 4,7%. Fernandes® avaliando inclusdo de nitrato
encapsulado em substituicdo da ureia em suplemento de bovinos de cortes em pastejo durante
a época seca, aguas e terminacdo verificaram aumento no GMD no periodo de terminacéo,
que coincidiu com o consumo de PB do suplemento representar 82% de toda a PB ingerida
pelos animais, demonstrando que a concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal influenciou
de maneira mais positiva no aumento do desempenho do que o saldo energético oriundo da
reducdo de producdo de metano nesse periodo sendo 75% do esperado baseado na
estequiometria contra 139% no periodo seco e 92% no periodo de aguas. Por outro lado, El-

Zaiat et al.*®

observaram reducdo de concentracdo de amonia ruminal com a inclusdo de
nitrato encapsulado, e aumento na producdo total de AGCC. Com isso, mais pesquisas sao
necessarias para que possa relacionar os efeitos do uso do nitrato encapsulado com o aumento

de saldo de energia liquida.

Ao longo de 24 horas, foi observado que a taxa de consumo de suplemento pelos
animais foi alterada em funcdo da inclusdo de nitrato encapsulado, resultando em menor
ingestdo por horario observado. Maiores taxas de consumo de suplemento foram registradas
trés horas ap6s o fornecimento de concentrado para os animais do tratamento FS, sendo
71,5% e 69,9% nos periodos de transicdo seca-aguas e aguas respectivamente. Esse mesmo
efeito foi observado por De Quadros et al.*® que avaliando o comportamento ingestivo de
bovinos de corte em clima e pastagem tropical, verificaram decréscimo de atividade de
pastejo e maior frequéncia de cocho entre os horarios mais quentes do dia, sendo as nove e 13
horas. Alteragdes no padréo alimentar com a incluséo de NE na dieta foi relatado por Velazco

37
l.

et al.® em que observaram aumento no nimero de refeices de 7,4 para 14,7 quando o nitrato
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foi adicionado na proporcdo de 20 g/kg de MS da dieta. Os mesmos autores verificaram
reducdo na quantidade de alimento consumido por refeicdo de 1,82 para 0,77 kg com a
inclusdo de nitrato. A porcdo de suplemento consumido por animais do tratamento NE no
periodo de transicdo seca-aguas foi de 0,58 kg por horério observado. Com excecdo das
primeiras 3 horas, a por¢do de suplemento ingerido pelos animais alimentados com NE por
horéario observado ndo ultrapassou 20% do total remanescente no cocho. Apesar dos valores
médios da quantidade de suplemento consumido ao longo do dia serem proximos entre as
duas épocas do ano (transicdo seca-aguas e aguas), a diferenca é que na época de transicao
seca-aguas o consumo de suplemento contendo NE foi constante desde as primeiras horas
ap6s o fornecimento do suplemento. Esse efeito pode trazer beneficios por meio da
manutencdo continua do ambiente ruminal através da entrada de proporcdes semelhantes de
nutrientes ao longo do dia. Além disso, o nitrato encapsulado pode ser melhor estudado para
ser utilizado também como uma ferramenta reguladora de consumo de suplemento por
bovinos, pois baseado nos dados observados no presente estudo, a ingestdo méxima de nitrato

encapsulado por horéario observado foi de 28 g para cada 100 kg de peso corporal.
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5 CONCLUSAO

A inclusédo de 33,4 gramas de NO3™ por quilograma de matéria seca de suplemento para
bovinos de corte a pasto suplementados na proporcdo de 1,0% do peso corporal reduz o
consumo de matéria seca de suplemento e diminui a por¢do de suplemento consumido ao
longo do dia sem afetar negativamente o ganho de peso. A flutuacao diaria de consumo de
suplemento pode nortear possiveis efeitos residuais de nitrato ou nitrito no ambiente ruminal
que exerce influéncia na ingestdo do suplemento. A inclusédo do nitrato encapsulado em
substituicdo parcial por farelo de soja resultou em aumento da eficiéncia de uso do

suplemento.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO IN VITRO DA PRODUCAO DE METANO COM USO
DE NITRATO ENCAPSULADO

RESUMO: O nitrato reduz a producdo de metano em ruminantes. Com isso, objetivou-se
avaliar, em experimento in vitro, a producdo total de gases, producdo de metano,
degradabilidade de matéria seca (DIVMS), degradabilidade de fibra em detergente neutro
(DIVFDN), acidos graxos de cadeia curta e concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs).
Os tratamentos, avaliados segundo delineamento inteiramente casualizado, foram avaliados
por meio da incluséo ou ndo de 20 g/kg de nitrato encapsulado na MS em substrato composto
por concentrado e forragem oriunda de pastejo simulado realizado na época de seca, transi¢do
seca-aguas e aguas. Os substratos foram incubados em frascos de 160 mL, contendo 90 mL de
meio de cultura, 5 mL de in6culo e headspace de 65 mL. As coletas dos dados foram
realizadas nos tempos zero, trés, seis, nove, 12, 24 e 48 horas ap0ds a incubacdo. Todas as
andlises foram realizadas por meio do programa R. A andlise dos dados para determinacdo da
producdo de gas foi realizada por meio do modelo logistico. A DIVMS e DIVFDN e
concentracdo de N-NH3; foram analisadas por meio de medida repetida no tempo. A produgéo
de metano e 4cidos graxos de cadeia curta foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Houve reducdo de 533,0 para 493,2 g/kg na DIVFDN no tempo 48 horas (P <
0,03) e redugéo na producéo de metano de 22,2 para 19,3 mg (P < 0,01) com a inclusdo de NE
no substrato de época seca. A inclusdo de NE no substrato de época seca ndo influenciou na
producdo total de gas e lag time, apresentando médias de 137,1 mL e 0,13 horas,
respectivamente. Por outro lado, reduziu a proporcdo molar de acetato de 15,81 para 14,85
mM/mL (P < 0,03). O tempo total de incubacdo (48 horas) foi marcado com reducdo de 5%
na DIVMS com a inclusdo no NE (741,4 vs 703,9 g/kg) (P < 0,02) no substrato da época de
transicdo seca-aguas. Aumento na concentracao de N-NHs foi verificado com inclusdo do NE
no substrato de forragem de época de transicdo-seca dguas nos tempos seis (20,8 para 18,2
mg/dL) (P < 0,01), nove (22,9 para 19,6 mg/dL) (P < 0,01) e 24 horas (30,2 para 14,2 mg/dL)
(P < 0,01). Nao houve efeito significativo da inclusdo do nitrato no substrato da época de
aguas sobre a DIVMS e DIVFDN (P > 0,06). Houve aumento da producdo total de gas (121,4
vs 142,0 mL) com inclusdo no NE no substrato da época de aguas. Auséncia de efeitos
significativos foram observados no lag time, na producao total de metano (P > 0,44) (média
17,75 mL) e média geral de concentracdo de N-NH3 (21,4 mg/dL) (P > 0,31). Foi observado
aumento da propor¢cdo molar de acetato de 14,36 para 20,33 mM/mL (P < 0,04) com a
inclusdo do nitrato encapsulado no substrato da época de aguas. O uso do nitrato apresentou
um potencial de reducdo de producdo de metano em forragem de época seca. Em forragens de
época de transicdo seca-aguas e aguas mostrou-se promissor no aumento de producdo de
energia para ruminantes.

Palavras-chave: bovino, CH,, gas de efeito estufa, in vitro, ruminante
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ABSTRACT: Nitrate reduces methane production in ruminants. Thus, the objective was to
evaluate, in an in vitro experiment, the total production of gases, methane production, dry
matter degradability (DIVMS), neutral detergent fiber degradability (DIVFDN), short chain
fatty acids and nitrogen concentration ammoniacal (N-NHs). The treatments, evaluated
according to a completely randomized design, were evaluated through the inclusion or not of
20 g/kg of nitrate encapsulated in DM in a substrate composed of concentrate and forage from
simulated grazing carried out in the dry season, dry-water transition and wet . The substrates
were incubated in 160 mL flasks containing 90 mL of culture medium, 5 mL of inoculum and
65 mL of headspace. Data collection was performed at times zero, three, six, nine, 12, 24 and
48 hours after incubation. All analyzes were performed using the R program. Data analysis to
determine gas production was performed using the logistic model. IVDMD and IVDNDF and
N-NH; concentration were analyzed by means of repeated measurement in time. The
production of methane and short-chain fatty acids were compared by Tukey's test at 5%
probability. There was a reduction from 533.0 to 493.2 g/kg in NDFIVD at 48 hours (P <
0.03) and a reduction in methane production from 22.2 to 19.3 mg (P < 0.01) with the
inclusion of EN in the dry season substrate. The inclusion of EN in the dry season substrate
did not influence the total gas production and lag time, with averages of 137.1 mL and 0.13
hours, respectively. On the other hand, it reduced the acetate molar ratio from 15.81 to 14.85
mM/mL (P < 0.03). The total incubation time (48 hours) was marked with a 5% reduction in
IVDMD with the inclusion in the NE (741.4 vs 703.9 g/kg) (P < 0.02) in the substrate from
the dry- waters. An increase in the concentration of N-NH3 was verified with the inclusion of
NE in the dry transition season forage substrate waters at times six (20.8 to 18.2 mg/dL) (P <
0.01), nine (22 .9 to 19.6 mg/dL) (P < 0.01) and 24 hours (30.2 to 14.2 mg/dL) (P < 0.01).
There was no significant effect of the inclusion of nitrate in the substrate of the wet season on
IVDMD and IVDNDF (P > 0.06). There was an increase in total gas production (121.4 vs
142.0 mL) with inclusion in the NE in the wet season substrate. No significant effects were
observed in lag time, total methane production (P > 0.44) (mean 17.75 mL) and overall mean
N-NHj3 concentration (21.4 mg/dL) (P > 0 .31). An increase in the molar proportion of acetate
from 14.36 to 20.33 mM/mL (P < 0.04) was observed with the inclusion of encapsulated
nitrate in the wet season substrate. The use of nitrate showed a potential to reduce methane
production in dry season forage. In dry-water and wet transition season forages, it showed
promise in increasing energy production for ruminants.

Keywords: bovine, CH,4, greenhouse gas, in vitro, ruminant
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1 INTRODUCAO

Assuntos relacionados ao aquecimento global tem se tornado cada vez mais frequentes
no Brasil e no mundo. Atrelado a isso, a reducgdo da pegada de carbono em diversos setores,
inclusive na pecuéria, tém alavancado discussdes quanto a oportunidades de negociacdes de
créditos de carbono no mercado internacional. Diante disso, intervencdes na camara
fermentativa dos ruminantes tém se tornado alvo para o desenvolvimento de estratégias para
diminuir a producdo de metano. Nesse contexto, existe a importancia de avaliar o uso do
nitrato na alimentacdo de animais ruminantes por apresentar potencial significativo na
reducéo de producio de metano (CH,)" .

Além dos efeitos diretos do nitrito sobre a diminui¢do da populacdo de microrganismos
metanogénicos”, oxidacdo do metano®’, o processo de reducéo do nitrato a aménia fornece
uma alternativa energeticamente mais favoravel de via de utilizacdo do H, gerado durante a
fermentacdo®. Contudo, as vias metab6licas envolvidas na produgdo e utilizacdo de H,
precisam ser consideradas para o desenvolvimento de estratégias de reducdo da producédo
entérica de CH.’. Estequiometricamente, se a reducdo do nitrato a aménia for completa, a
producdo de metano é diminuida em 25,8 g para cada 100 g de nitrato’®. Porém, essa
eficiéncia de reducdo da producdo de metano com o uso do nitrato pode ser influenciada por
outras vias metabolicas, de forma que os ions de H, também podem ser direcionados para a
producdo de &cidos mais reduzidos como propionato e valerato'’. A mudanca na qualidade da
forragem consumida pelos bovinos altera a resposta na producéo entérica de metano'?, com
isso torna-se de grande relevancia avaliar o potencial de utilizacdo de nitrato encapsulado em
substratos de pastagens tropicais de diferentes épocas.

Objetivou-se avaliar, através do estudo in vitro, a producdo de metano com inclusdo de
13,4 gramas de NOg3 por kg na matéria seca no substrato da época seca, transi¢cdo seca-aguas
e aguas, e os seus efeitos sobre a degradabilidade, concentracdo de acidos graxos de cadeia
curta e nitrogénio amoniacal.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento in vitro foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal — LANA do
Departamento de Zootecnia, pertencente a Universidade Federal de Goids — UFG, localizado
em Goiania-Goiés, com altitude de 752 metros.

Em um substrato composto por 60% de volumoso e 40% de concentrado, foram
realizados trés experimentos, um para cada fase do ano: Seca, Transicdo seca-aguas e Aguas.
Em cada experimento foram avaliados dois tratamentos: FS — substrato composto por
forragem e concentrado contendo farelo de soja como fonte proteica e NE — substrato
composto por forragem e concentrado com incluséo de 20 g de nitrato encapsulado de calcio e
amonio decahidratado (5Ca(N0O3)2.NH4sNO3.10H,O, GRASP Ind. & Com. LTDA, Curitiba,
Brasil) por kg de matéria seca.
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As forragens de cada época do ano utilizadas para a incubacdo foram oriundas do
pastejo simulado realizado no experimento de desempenho a fim de simular producdo de
gases e demais parametros ruminais em ambiente in vitro. Na TABELA 1 esta apresentado a
composi¢do quimica da forragem.

TABELA 1 - Composicao quimica (g/kg) do pastejo simulado utilizado como substrato na
incubacéo

Epoca
Nutriente Seca Transicao Aguas
Matéria seca* 416,9 281,6 256,1
Cinza 63,4 73,1 75,0
Matéria organica 936,6 926,9 925,0
FDNcp? 653,1 567,9 611,0
Proteina bruta 64,4 109,0 109,4
Extrato etéreo 18,1 19,4 16,4
Carboidratos nao fibrosos 201,0 230,6 198,3

®Fibra em detergente neutro corrigido para cinza e proteina.
*Q teor de matéria seca refere-se ao material coletado in natura no pasto

A composicdo de ingredientes e composicdo quimica dos substratos incubados estdo
apresentados na TABELA 2.

TABELA 2 - Proporcéo de ingredientes utilizados para compor o substrato e composicao quimica
do concentrado dos tratamentos

Controle® NE®
Seca Seca Aguas | Seca Seca Aguas
aguas aguas
Composicdo de ingredientes
(9/kg)
Milho 251,2 284,0 306,6 292,1 324,8 347,4
Farelo de soja 119,9 89,2 68,6 69,2 38,5 17,9
Ureia 6,67 6,67 6,67 6,67 6,67 6,67
Mistura mineral 12,0 10,0 8,0 12,0 10,0 8,0
Nitrato 0 0 0 20,0 20,0 20,0
Calcério 10,2 10,2 10,2 0 0 0
Forragem 600,0 600,0 600,0 600,0 600,0 600,0
Composi¢do quimica do
concentrado (g/kg)
Matéria seca 883,2 876,8 886,4 878,7 8749 879,0
NDT® 778,2 787,6 795,3 765,4 774,8 782,5
Proteina bruta 250,0 220,0 200,0 250,0 220,0 200,0
Calcio 10,6 10,4 10,2 10,6 10,4 10,2

3Substrato contendo farelo de soja; "Substrato com incluséo de 20g de nitrato encapsulado por kg de matéria seca
(66,86% de NOs, 105% de equivalente proteico e 19,5% de calcio); “Nutrientes digestiveis totais.

Com excecdo do nitrato encapsulado, todos os ingredientes foram moidos a 1 mm em
moinho tipo Willey para a utilizagdo na incubacgdo in vitro. Um grama de cada substrato
referente a cada tratamento foi pesado em saquinhos de TNT. O meio de cultura foi preparado
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seguindo-se as recomendacdes de Theodorou *3. Apés o preparo da solucdo, a mesma foi
mantida sob fluxo de gas nitrogénio para conferir anaerobiose do meio e, em seguida
adicionada (90 mL) em frascos (160 mL), vedadas com rolha butilica, seladas com lacres de
aluminio e mantidas em banho-maria a 39°C até o0 momento da inoculagéo.

Dois bovinos com predominancia de sangue Nelore, fistulados no rdmen utilizados
como doadores de liquido ruminal foram mantidos em pastagem de Brachiaria decumbens no
Setor de Fisiologia da Digestdo (SEFID) pertencente a Universidade Federal de Goias, e
suplementados, na proporcao de 1,0% do peso corporal, com concentrado a base de milho,
farelo de soja, ureia e mistura mineral.

Dois litros do liquido ruminal foram coletados de cada animal e armazenados em
garrafas térmicas previamente aquecidas. No laboratério, o liquido ruminal foi
homogeneizado, filtrado através de quatro camadas de tecido de algoddo e mantido sob
temperatura de 39°C. A inoculacdo foi realizada através da injecdo de 5 mL do in6culo por
frasco através de seringa plastica conectada a uma agulha.

A pressdo originada pelos gases acumulados na headspace (65 mL) dos frascos foi
medida por intermédio de um transdutor de pressdo (modelo Presdata 800) conectado em sua
extremidade uma agulha. A partir da inser¢do da agulha na tampa de borracha a pressao
produzida no interior dos frascos foi verificada no leitor digital. Os dados de pressdo (em psi)
foram utilizados para o céalculo do volume de gases produzidos através de equagdo
matematica, V (mL) = 2,3932 + 3,4053 x P (R? = 0,9146, n = 1.151), desenvolvida em
condicdes semelhantes ao presente estudo em termos de composicao de ingredientes, meio de
incubacdo e altitude.

A contagem de tempo para a tomada das leituras de pressdo e demais coletas foi
iniciada apos o alivio da pressdo dos frascos, sendo assim as leituras foram realizadas nos
tempos 3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas apds o tempo de alivio da pressdo no tempo 0 h. Cada
tratamento por tempo, bem como os frascos em branco (apenas meio de cultura e inéculo)
possuia amostras triplicadas.

A mensuracao da producdo de metano foi realizada por meio da coleta dos gases, em
cada tempo, produzidos nos frascos, através de uma seringa e injetado em exteiners a vacuo
da marca Labco. O metano foi mensurado por cromatografia gasosa pelo equipamento GC
2014 por meio de injecdo manual. A temperatura do detector (FID) foi 240°C, com o Hélio
usado como gas de arraste a pressao constante de 18,7 kPa e a 5,7 mL/min. A coluna utilizada
foi RT-QS-BOND, 30m x 0.53mm x 20um. A producdo de metano de cada horéario foi
somado para obtencdo da producéo total de metano em 48 horas. Para transformar a unidade
de medida de mL para mg, foi utilizado a equacédo de Clapeyron:

PxV=nxRxT,

P = pressdo (atm); V = volume (L); n = nimero de mols; R = 0,082 (atm/L/mol/K) e T =
temperatura (K).
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Para a obtencdo da curva de producdo de N-NHs, foi coletado 10 mL de liquido das
triplicatas em cada horério, transferidos individualmente para tubos Falcon de 15 mL
previamente identificados e imediatamente transferido para o congelador com temperatura de
-80°C para posterior analise de N-NH3; por meio de colorimetria segundo a metodologia de
Detmann™.

No tempo de 24 horas foram coletados 10 mL de liquido, individualmente, das
triplicatas, transferidos para tubos Falcon de 15 mL, contendo 2 mL de solucdo de acido
metafosférico a 20% de concentracdo, e imediatamente transferidos para o congelador com
temperatura de -80°C para posterior analise de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) por
meio da metodologia descrita por Ferreira *°.

A degradabilidade in vitro foi determinada em cada tempo de avaliacdo anteriormente
citado. As triplicatas (saquinhos) foram retirados dos frascos, lavados com agua deionizada, e
secas em estufa de ar forcado a 55°C por 72 horas, depois foram colocados em estufa a 105°C
por 3 horas e posteriormente pesados para a obtencdo dos residuos da matéria seca. Em
seguida foi determinado a concentracdo de FDN do residuo seguindo a metodologia de
Detmann et al.* para a obtencéo da degradabilidade in vitro de FDN.

O delineamento experimental foram o inteiramente ao acaso, com seis tratamentos e trés
repeticGes. Todas as analises foram realizadas por meio do programa R. Os volumes
acumulativos de cada horério foram ajustados utilizando o modelo logistico:

VT = a*(1+b*(exp(-c*x))) ™

VT = volume total (mL); a = Volume de gases correspondente a completa digestdo do
substrato (mL); b = sem efeito biologico; ¢ = tempo de colonizacdo do substrato ou lag time

(h).

As comparacgdes entre as médias dos dados de producdo de metano e &cidos graxos de
cadeia curta foram analisados através da ANOVA e teste Tukey. Os dados de degradabilidade
in vitro da matéria seca e da fibra em detergente neutro, e nitrogénio amoniacal foram
analisados por meio de medida repetida no tempo (sendo o horario p6s alimentacdo a medida
repetida), e comparada através do teste Tukey. Todas as analises foram realizadas por meio do

programa R, e as comparacdes entre tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

3 RESULTADOS

N&o houve diferengas significativas para degradabilidade in vitro de matéria seca
(DIVMS) entre os tratamentos FS e NE dentro de cada tempo avaliado (P > 0,05), exceto no
tempo 12 horas em que houve reducdo de 458,4 para 433,8 g/kg com inclusdo de NE (P <
0,05) (TABELA 3).
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TABELA 3 - Degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e degradabilidade in vitro de
fibra em detergente neutro (DIVFDN) com a inclusdo ou ndo de nitrato encapsulado no
substrato de época de seca em diferentes tempos de incubacao

Tratamento p-valor
DIVMS (g/kg) Fs? NE” EPM® Tratamento Tempo
3 horas 365,8 E 359,7D 8,26 0,6013 <0,001
6 horas 375,2 DE 360,5D 8,26 0,2202
9 horas 403,4 D 383,4D 8,26 0,1001
12 horas 458,4 aC 433,8bC 8,26 0,0449
24 horas 557,3B 578,1B 8,26 0,0863
48 horas 731,7 A 705,7 A 9,20 0,0565
DIVEDN (g/kg)
3 horas 121,7D 106,5 D 11,56 0,3620 <0,001
6 horas 1455 CD 131,9CD 12,85 0,4474
9 horas 161,9 CD 147,3CD 11,55 0,3797
12 horas 182,5C 160,8 C 11,55 0,1956
24 horas 309,2B 293,7B 11,55 0,3498
48 horas 533,0 aA 493,2 bA 11,55 0,0220

3Suplemento contendo farelo de soja como fonte proteica; °Suplemento contendo nitrato encapsulado em
substituicdo parcial pelo farelo de soja; °Erro padrdo da média.

Valores médios com a mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

Valores médios com a mesma letra mailscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

A DIVMS no tratamento FS ndo apresentou diferencas significativas apenas entre 0s
tempos 3 e 6 horas (P > 0,98) (365,8 vs 375,2 g/kg) e 6 e 9 horas (P > 0,23) (375,2 vs 403,4
g/kg), e no tratamento NE entre os tempos 3 e 6 horas (P > 0,99) (359,7 vs 360,5 g/kg), 3e 9
horas (P > 0,41) (359,7 vs 383,4 g/kg) e 6 ¢ 9 horas (P > 0,45) (360,5 vs 383,4 g/kg)
(TABELA 3).

Houve reducéo de 533,0 para 493,2 g/kg na DIVFDN no tempo 48 horas com a inclusao
de NE (P < 0,03) Nos demais tempos ndo houveram diferencas significativas com a incluséo
do NE (P > 0,19). N&o houve diferenca significativa na DIVFDN entre os tempos 3 e 6 horas
(P >0,76), 3e 9 horas (P >0,21), 6 e 9 horas (P > 0,94), 6 e 12 horas (P > 0,29) e 9 e 12 horas
(P > 0,86) em ambos os tratamentos avaliados (TABELA 3). A FIGURA 1 apresenta a curva
de producéo de gas da época seca.
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FIGURA 1 — Curva de producédo de gas acumulativa dos tratamentos FS e NE e ajustada por
meio do modelo logistico referente a época seca.

A incluséo de NE no substrato de época seca ndo influenciou na producdo total de gés e
lag time, apresentando medias de 110,1 mL e 0,13 horas, respectivamente. A inclusdo de NE
reduziu o total de CH,4 de 21,4 para 14,7 mg (P <0,02). Houve aumento na producéo total de
gas por grama de MS degradada (PG/MS) de 154,7 para 167,0 mL/g (P < 0,02). A inclusdo de
NE ndo influenciou na producdo de CH,4 por grama de MS degrada (CH4/MS), apresentando
média de 13,2 mg/g. A producdo de CH4 para cada 100 mL de gés produzido (CH4/PG) foi
reduzido com a incluséo de NE em 34,2% (20,2 vs 13,3 mg/100 mL). Houve reducdo de
13,1% (22,2 para 19,3 mg/dL) na média geral de concentracdo de N-NH; com a inclusédo de
NE (TABELA 4).

Por outro lado, reduziu a propor¢do molar de acetato de 15,81 para 14,85 mM/mL (P <
0,03). N&o houve efeitos significativos entre os tratamentos sobre a concentracdo de
propionato (P > 0,12), butirato (P < 0,12), isobutirato (P < 0,66), valerato (P < 0,07) e na
relacdo acetato:propionato (C2:C3) (P > 0,37), apresentando médias de 4,93 mM/mL, 3,95
mM/mL, 0,22 mM/mL, 0,41 mM/mL e 3,12, respectivamente. Houve reducdo da propor¢édo
molar de isovalerato de 0,28 para 0,17 mM/L com a inclusdo do NE no substrato da época
seca (P < 0,01). A producdo de metano foi reduzida em 30% quando o NE foi adicionado
(23,7 vs 16,6 mg para o tratamento Controle e NE, respectivamente) (P < 0,01) (TABELA 4).
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TABELA 4 - Proporcdo molar de acidos graxos de cadeia curta (mM/L, AGCC), producao de
gés total (mL), producdo de metano total (mg) e concentracdo media de nitrogénio amoniacal
(mg/dL, N-NH3) com a inclusdo ou ndo de nitrato encapsulado no substrato de época de seca

Tratamento

FS? NE” EPM°® p-valor
PTG (mL)° 108,2 112,0 3,40 *
Lag time (h) 0,13 0,13 0,01 fal
Total CH4 (mg)® 21,4 a 14,7 b 0,88 0,0115
PG/MS (mL/g)" 154,7b 167,0 a 2,23 0,0176
CH4/MS (mg/g)® 14,6 11,7 1,29 0,1935
CH4/PG (mg/100 mL)" 20,2 a 13,3b 0,79 0,0087
N-NH; (mg/dL) 22,2 a 19,3 b 0,23 < 0,001

Acidos graxos de cadeia curta (mM/mL)

Acetato 15,81 a 14,85Db 0,16 0,0253
Propionato 5,16 4,70 0,16 0,1294
Butirato 4,09 3,80 0,10 0,1295
Isobutirato 0,20 0,24 0,06 0,6600
Valerato 0,43 0,39 0,01 0,0742
Isovalerato 0,28 a 0,17 b 0,01 0,0084
C2:C3' 3,06 3,17 0,07 0,3778
AGCC total 25,97 a 24,14 b 0,31 0,0247

®Suplemento contendo farelo de soja como fonte proteica; bSuCPIemento contendo nitrato encapsulado em
substituicdo parcial pelo farelo de soja; °Erro padrdo da média; “Producéo total de gases; *Producdo total de
metano; fProdugao de gases por grama de matéria seca degradada; *Producéo de metano por grama de matéria
seca degradada; hProduc;&o de metano para cada 100 mL de gas produzido; 'Relacio acetato:propionato.

*FS - IC 2,5%: 98,065 e IC 97,5%: 118,338 vs NE — IC 2,5%: 105,118 e IC 97,5%: 118,861

**FS —1C 2,5%: 0,100 e IC 97,5%: 0,159 vs NE — IC 2,5%: 0,111 e IC 97,2%: 0,151

Houve diferencas significativas na concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs) nos
tempos 9 horas (P < 0,01), 12 horas (P < 0,01) e 24 horas (P < 0,01), reduzindo de 23,9 para
21,6 mg/dL, 26,6 para 12,5 mg/dL e 20,1 para 15,2 mg/dL, respectivamente (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Concentrag¢fes de N-NH; (mg/dL) ao longo do tempo de incubacéo (h) no periodo da
seca *Valores médios diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

Os tempos zero, trés, seis e 48 horas apds incubacdo ndo apresentaram diferencgas
significativas com a inclusdo do NE no substrato da época de seca (P > 0,57), as médias
foram 17,0, 20,2, 19,3, 29,0 mg/dL respectivamente.
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A inclusdo de NE ndo influenciou na degradabilidade in vitro da matéria seca na época
de transicdo seca-aguas nos tempos trés (P > 0,22), seis (P > 0,19), nove (P > 0,38), 12 (P >
0,08) e 24 horas (P > 0,10) ap06s a incubacéo, apresentando as seguintes médias: 358,8, 372,9,
4149, 564,9 g/kg (TABELA 5). O tempo total de incubagdo (48 horas) foi marcado com
reducdo de 5,0% na degradabilidade in vitro de matéria seca com a inclusdo no NE (741,4 vs
703,9 g/kg) (P < 0,02).

TABELA 5 - Degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e degradabilidade in vitro de
fibra em detergente neutro (DIVFDN) com a inclusdo ou ndo de nitrato encapsulado no
substrato de época de transi¢éo seca-aguas em diferentes tempos de incubacdo

Tratamento p-valor

DIVMS (g/kg) FS? NE® EPM®  Tratamento  Tempo

3 horas 367,8 E 3498 E 9,65 0,2248 <0,001

6 horas 378,9 DE 366,9 E 9,65 0,1974

9 horas 412,5CD 417,3D 9,65 0,3868

12 horas 436,6 C 461,2 C 9,65 0,0827

24 horas 5535B 576,2 B 9,65 0,1069

48 horas 741,4 aA 703,9 bA 9,65 0,0105
DIVFDN (g/kg)

3 horas 58,9D 42,1 E 13,57 0,3905 <0,001

6 horas 97,0CD 99,9 DE 12,32 0,8702

9 horas 105,5bCD 149,0 aCD 11,08 0,0107

12 horas 125,7C 156,6 C 11,08 0,0608

24 horas 231,9 bB 276,7 aB 11,08 0,0089

48 horas 5124 A 4934 A 12,32 0,2890

Suplemento contendo farelo de soja como fonte proteica; °Suplemento contendo nitrato encapsulado em
substituicdo parcial pelo farelo de soja; ®Erro padrdo da média.

Valores médios com a mesma letra mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

Valores médios com a mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

Efeitos da inclusdo do NE no substrato na época de transicdo seca-aguas sobre a
DIVFDN ndo foram observados nos tempos trés (P > 0,39), seis (P > 0,87), 12 (P > 0,06) e 48
horas (P > 0,28) ap6s a incubacdo, sendo verificado médias de 50,5, 98,5, 141,2, 502,9 g/kg
respectivamente (TABELA 5). Aumentos na degradabilidade in vitro de FDN com a incluséo
do NE no substrato da época de transicdo seca-aguas foram verificados nos tempos nove
(105,5 vs 149,0 g/kg para Controle e NE, respectivamente) (P < 0,02) e 24 horas ap06s a
incubacdo (231,9 vs 276,7 g/kg para Controle e NE, respectivamente) (P < 0,01),
representando aumento de 41,2% e 19,3%, respectivamente.

A FIGURA 3 apresenta a curva de producdo de gés referente a época de transi¢do seca-
aguas.
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FIGURA 3 — Curva de producédo de gas acumulativa dos tratamentos FS e NE e ajustada por
meio do modelo logistico referente a época de transi¢do seca-aguas.

N&o foi observado efeito significativo na producédo total de gas, lag time e producao
total de metano (P > 0,07), apresentando médias de 112,2 mL, 0,13 horas e 17,4 mg,
respectivamente. A producdo total de gas por grama de MS degradada (PG/MS) aumentou de
156,3 para 171,5 mL/g com a inclusdo de NE (P < 0,04). A producgéo de CH,4 por grama de
MS degradada ndo foi influenciada pela inclusdo de NE, apresentando media de 13,9 mg/g (P
> 0,76). Houve reducdo de producdo de CH, para cada 100 mL de gas produzido com a
inclusdo de NE de 17,2 para 14,3 mg/100 mL (P < 0,05). Houve aumento de 18,8 para 22,0
mg/dL (17%) na média geral de concentracdo de N-NH3 com inclusdo de NE (P < 0,01)
(TABELA 6).

Aumento de 25,3% foi observado na propor¢cdo molar de acetato quando o NE foi
adicionado no substrato na época de transi¢do seca-aguas, sendo o aumento de 12,77 para
16,00 mM/mL (P < 0,01). Auséncia de efeitos significativos com adicdo de NE no substrato
de época de transicdo seca-aguas foram verificados na propor¢do molar de propionato (P >
0,20), butirato (P > 0,07), isobutirato (P > 0,33), valerato (P > 0,61), isovalerato (P > 0,07) e
AGGC total (P > 0,05) (TABELA 6), apresentando médias 5,2, 3,8, 0,13, 0,41, 0,25 e 24,13
mM/mL, respectivamente. Aumento de 2,35 para 3,23 na relacdo acetato:propionato (C2:C3)
(P < 0,01) foram verificadas com a inclusédo de NE (TABELA 6).
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TABELA 6 - Producdo de gas total, producdo de metano total (mg), concentracdo média de
nitrogénio amoniacal (N-NH3) e propor¢do molar de &cidos graxos de cadeia curta (mM/mL)
com a inclus@o ou ndo de nitrato encapsulado no substrato de época de transicdo seca-aguas

Tratamento

FS? NE” EPM°® p-valor
PTG (mL)° 110,0 114,4 3,54 *
Lag time (h) 0,13 0,14 0,01 *k
Total CH4 (mg)® 18,6 16,1 0,68 0,0830
PG/MS (mL/g)" 156,3 b 1715a 3,27 0,0301
CH4/MS (mg/g)? 13,7 14,1 0,95 0,7659
CH4/PG (mg/100 mL)" 17,2 a 143 b 0,61 0,0446
N-NH; (mg/dL) 18,8 b 22,0a 0,26 < 0,001

Acidos graxos de cadeia curta (mM/mL)

Acetato 12,77 b 16,00 a 0,23 <0,001
Propionato 5,43 4,97 0,23 0,2051
Butirato 4,10 3,42 0,20 0,0737
Isobutirato 0,11 0,15 0,02 0,3332
Valerato 0,42 0,40 0,03 0,6167
Isovalerato 0,20 0,29 0,03 0,0779
c2:C3' 2,35b 3,23a 0,08 0,0016
AGCC total 23,03 25,22 0,57 0,0535

®Suplemento contendo farelo de soja como fonte proteica; bSuCPIemento contendo nitrato encapsulado em
substituicdo parcial pelo farelo de soja; °Erro padrdo da média; “Producéo total de gases; *Producdo total de
metano; fProdugao de gases por grama de matéria seca degradada; *Producéo de metano por grama de matéria
seca degradada; hProduc;&o de metano para cada 100 mL de gas produzido; 'Relacio acetato:propionato.

*FS —IC 2,5%: 101,759 e IC 97,5%: 118,269 vs NE — IC 2,5%: 107,277 e IC 97,5%: 121,585

**FS —1C 2,5%: 0,109 e IC 97,5%: 0,159 vs NE — IC 2,5%: 0,114 e IC 97,2%: 0,156

A FIGURA 4 apresenta os efeitos da inclusdo do NE no substrato de época de transicao
seca-aguas sobre a concentracdo de N-NH3; ao longo de 48 horas de incubagdo. Auséncia de
efeitos significativos foram observados nos tempos zero (P > 0,80), trés (P > 0,08), 12 (P >
0,29) e 48 (P > 0,39) horas apds incubacdo, apresentando médias de 17,9, 20,9, 13,5 e 27,8
mg/dL, respectivamente.
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FIGURA 4 - Concentragfes de N-NH; (mg/dL) ao longo do tempo de incubacéo (h) no
periodo de transicdo seca-aguas *Valores médios diferem entre si pelo teste
Tukey (P < 0,05).
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Aumento na concentragdo de N-NHjs foi verificado com incluséo do NE no substrato de
forragem de época de transi¢do-seca dguas nos tempos seis (20,8 para 18,2 mg/dL) (P < 0,02),
nove (22,9 para 19,6 mg/dL) (P < 0,01) e 24 horas (30,2 para 14,2 mg/dL) (P < 0,01). Nao
houve diferencas significativas na DIVMS com a incluséo no NE dentro dos tempos trés (P >
0,69), seis (P > 0,99), nove (P > 0,40), 12 (P > 0,06), 24 (P > 0,94) e 48 (P > 0,15) horas apds
incubacdo, apresentando medias de 359,9, 375,1, 384,7, 439,7, 571,3 e 715,6 g/kg (TABELA
7).

TABELA 7 - Degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e degradabilidade in vitro de
fibra em detergente neutro (DIVFDN) com a inclusdo ou ndo de nitrato encapsulado no
substrato de época de dguas em diferentes tempos de incubacao

Tratamento p-valor

DIVMS (g/kg) FS® NE® EPM® Tratamento Tempo

3 horas 362,9D 356,8 D 10,87 0,6944 < 0,001

6 horas 375,1 D 375,1D 10,87 0,9991

9 horas 391,2CD 378,2D 10,87 0,4067

12 horas 4248 C 4545 C 10,87 0,0630

24 horas 571,8B 570,7B 10,87 0,9421

48 horas 7269 A 704,2 A 10,87 0,1520
DIVFDN (g/kg)

3 horas 67,1C 87,2C 18,52 0,4531 < 0,001

6 horas 90,6 C 98,0C 16,64 0,7581

9 horas 1379C 1175C 16,64 0,3943

12 horas 139,9C 1345 C 18,52 0,8402

24 horas 263,8 B 260,5B 16,64 0,8900

48 horas 5348 A 502,0 A 18,52 0,2236

Suplemento contendo farelo de soja como fonte proteica; °Suplemento contendo nitrato encapsulado em
substituicdo parcial pelo farelo de soja; ®Erro padrdo da média.

Valores médios com a mesma letra mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

Valores médios com a mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

Auséncia de efeitos significativos com a inclusdo de NE foram verificados na DIVFDN
no substrato de época de aguas (Tabela 7). Ao longo de trés (P > 0,45), seis (P > 0,75), nove
(P >0,39), 12 (P > 0,84), 24 (P > 0,88) e 48 (P > 0,22) horas de incubacdo foram verificadas,
para ambos tratamentos, médias de 77,2, 94,3, 127,7, 137,2, 262,2 e 518,4 g/kg. A FIGURA 5
apresenta a curva de producdo de gas acumulativa referente a época de aguas.
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FIGURA 5 — Curva de producgdo de géas acumulativa dos tratamentos FS e NE e ajustada por meio do
modelo logistico referente a época de transicao seca-aguas.

N&o houve efeitos significativos da PTG, lag time, producéo total de CH4 com inclusdo
de NE no substrato da época de aguas, apresentando médias de 106,6 mL, 0,14 h e 15,9 mg (P
>0,35). (TABELA 8).

TABELA 8 - Producéo de gas total, producdo de metano total (mg), concentragdo media de
nitrogénio amoniacal (N-NHs) e propor¢do molar de acidos graxos de cadeia curta (mM/mL)
com a inclusdo ou ndo de nitrato encapsulado no substrato de época de dguas

Tratamento

FS? NE® EPM® p-valor
PTG (mL)° 99,9 113,3 3,95 *
Lag time (h) 0,15 0,13 0,02 **
Total CH4 (mg)® 16,5 15,2 0,79 0,3583
PG/MS (mL/g)" 143,33 b 169,0 a 4,72 0,0182
CH4/MS (mg/g)° 12,2 12,2 0,59 0,9358
CH4/PG (mg/100 mL)" 16,7 13,7 0,79 0,1143
N-NH; (mg/dL) 21,3 21,5 0,15 0,3134

Acidos graxos de cadeia curta (mM/mL)

Acetato 14,36 b 20,33 a 1,13 0,0336
Propionato 5,74 7,71 0,44 0,0508
Butirato 3,85Db 5,56 a 0,17 0,0055
Isobutirato 0,20 0,22 0,03 0,5912
Valerato 0,44 Db 0,56 a 0,02 0,0193
Isovalerato 0,25 0,33 0,03 0,1166
c2:.c3' 2,51 2,64 0,08 0,3193
AGCC total 24,83 b 34,71a 1,70 0,0262

®Suplemento contendo farelo de soja como fonte proteica; bSucPIemento contendo nitrato encapsulado em
substituicdo parcial pelo farelo de soja; °Erro padrdo da média; “Producéo total de gases; *Producdo total de
metano; 'Producdo de gases por grama de matéria seca degradada; %Produgéo de metano por grama de matéria
seca degradada; "Producéo de metano para cada 100 mL de gas produzido; 'Relagdo acetato:propionato.

*FS - 1C 2,5%: 91,873 e IC 97,5%: 107,858 vs NE — IC 2,5%: 105,271 e IC 97,5%: 121,228

**ES — I1C 2,5%: 0,117 e IC 97,5%: 0,177 vs NE — IC 2,5%: 0,110 e IC 97,2%: 0,155
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Foi observado aumento da PG/MS degradada de 143,3 para 169,0 mL/g (P < 0,02).
Auséncia de efeitos significativos foram observados na CH4/MS degradada (12,2 mg/g) (P >
0,93), CH4/PG (15,2 mg/100 mL) (P > 0,11) e na média geral de concentracdo de N-NH3 (P >
0,31) (21,4 mg/dL) (TABELA 8).

Foi observado aumento da proporgdo molar de acetato de 14,36 para 20,33 mM/mL com
a inclusdo do nitrato encapsulado no substrato da época de &guas (P < 0,04). Diferengas
significativas na comparacao entre os tratamentos Controle e NE para o periodo de aguas
foram observadas na proporcao molar de butirato (3,85 vs 5,56 mM/mL) (P < 0,01), valerato
(0,44 vs 0,56 mM/mL) (P < 0,02), producdo total de AGCC (24,83 vs 34,71 mM/mL) (P <
0,03). A propor¢do molar de propionato (média 6,73 mM/mL) (P > 0,05), isobutirato (média
0,21 mM/mL) (P > 0,59), isovalerato (0,29 mM/mL) (P > 0,11), relacdo acetato:propionato
(média 2,58 mM/mL) (P > 0,31) ndo foram influenciadas pela adicdo de nitrato encapsulado
(TABELA 8).

Né&o foi observado diferengas significativas entre os tratamentos nos tempos zero (P >
0,37), trés (P > 0,13), 24 (P > 0,81) e 48 (P > 0,33) horas apds a incubacdo, apresentando
médias de 17,95, 21,40, 29,33 e 25,07 mg/dL na época de aguas (FIGURA 6).

=g Controle
=4-= NE

N-NH;, mg/dL

0 3 6 9 12 24 48
Tempo de incubacéo, h
FIGURA 6 - ConcentragBes de N-NH; (mg/dL) ao longo do tempo de incubacdo (h) no periodo de
aguas. *Valores médios diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

Houve aumento de 15,1% (19,0 vs 21,8 mg/dL, P <0,01) e 16,3% (20,5 vs 23,9 mg/dL,
P < 0,01) nas concentracdes de N-NH3; nos tempos seis € nove horas ap6s incubacdo com a
inclusdo do NE no substrato de época de aguas (FIGURA 3). No tempo 12 horas foi
verificado reducéo de 15,6 para 11,7 mg/dL (P < 0,01) com a inclus&o do NE.

4 DISCUSSAO

Auséncia de efeitos do uso do nitrato sobre a DIVMS e DIVFDN foi observada em
outros estudos’®*®. Por outro lado, Marais'® observaram efeitos significativos do uso do
nitrato sobre a digestibilidade da MS e reducédo na taxa de degradagdo. Esses mesmos autores
verificaram que o nitrato reduziu a taxa de degradabilidade em menor grau do que o nitrito.
No estudo realizado por Lund®® a adicdo de nitrato ndo diminuiu significativamente a
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DIVMS, mas um decréscimo na producdo de gas (162,0 para 153,0 mL) indicou efeito toxico
da adicdo de nitrato na fermentacdo ruminal. No presente estudo houve répida reducdo na
DIVMS no tempo 12 horas no substrato de época seca (458,4 para 433,8 g/kg) com inclusdo
de nitrato encapsulado, coincidindo com a maior diferenga observada na concentragéo de N-
NH; entre os tratamentos, sendo 53% de reducdo (26,6 para 12,5 mg/dL, entre FS e NE
respectivamente). Porém essa diferenca ndo exerceu influéncia sobre a DIVFDN na época
seca nesse mesmo tempo de observacdo (12 horas ap6s a incubacgéo). Verificou-se em estudos
realizados por Santana Neto?' que a eficiéncia maxima de crescimento de microrganismos
fibroliticos foi obtido com 15 mg/dL de nitrogénio amoniacal. Contudo, a reducdo na média
geral de N-NH; de 22,2 para 19,3 mg/dL ocasionada pela inclusdo de nitrato encapsulado
pode ter influenciado na reducéo de 7,5% na DIVFDN no tempo 48h no substrato da época
seca. Com base na estequiometria, se 100 g de nitrato é reduzido totalmente a aménia no
ambiente ruminal, ocorre a reducéo de producdo de 25,89 de CH,, ou seja a inclusdo de 1 mol
de nitrato, reduz a producdo de 1 mol de metano®. No presente estudo foi verificado eficiéncia
de reducdo de producdo de metano no substrato de época seca de 193,8% (reducédo de 6,7 mg
de CH4 com adicdo de 13,4 mg de NOg3). Eficiéncia acima de 100% foi observada por van
Wyngaard® sendo 142%, que segundo esses autores, a maior eficiéncia pode indicar que o
efeito de reducdo da producdo de CH4 com a inclusdo do nitrato ndo esta relacionada apenas a
capacidade de utilizacdo de H,, mas, de acordo com Kliiber e Conrad®, a um efeito de
toxidade aos microrganismos resultando em efeito antimicrobiano. Além disso, a oxidacéo do
metano em ambientes anaerobicos na presenca de nitrato e nitrito pode ser considerada como
um fator contribuinte para a elevacdo da eficiéncia de reducéo de producéo de metano®”’. A
reducdo na concentracdo molar de acetato e N-NH3 com a inclusdo de nitrato encapsulado da
indicios de possivel acimulo de nitrito e, consequentemente, toxicidade aos microrganismos
metanogénicos®®. Por outro lado, a concentracdo mais elevada de N-NH; observada no
tratamento FS pode ter dependido da agdo de enzimas proteoliticas sobre a proteina
verdadeira degradando a aminoécidos, que ap6s desaminados liberado aménia no meio®.

O decréscimo na DIVMS no tempo 48h, seguido de aumento da DIVFDN nos tempos
nove e 24 horas ap6s a incubacdo do substrato no periodo de transicdo seca-aguas, assim
como ocorreu no periodo de seca (decréscimo da DIVMS no tempo 12 horas) pode indicar
que outro nutriente possa estar sendo influenciado pela adi¢@o de nitrato encapsulado, sendo
assim necessaria a conducdo de mais estudos para elucidar tal efeito. O aumento significativo
da proporcdo molar de acetato e nas concentracGes de nitrogénio amoniacal no periodo de
transicdo seca-aguas pode indicar, apesar de ndo mensurado, elevacdo na concentracdo de
hidrogénio com a adigéo de nitrato. Foi verificado aumento de hidrogénio com uso do nitrato
ndo encapsulado em estudos realizados por Olijhoek®. Porém, Lee? verificaram que o
processo de encapsulamento do nitrato reduziu a producdo cumulativa de hidrogénio de 0,15
para 0,08 mL. A qualidade da forragem de época de transi¢éo seca-aguas (CNF: 230,6 g/kg de
MS e PB: 109,0 g/kg de MS) pode ter contribuido com o aumento de hidrogénio com incluséo
de nitrato encapsulado conforme observado por Martinez-Fernandez® ao avaliar niveis de
inclusdo de agente antimetanogénico em dieta contendo feno de baixa qualidade e dieta
contendo feno e concentrado. Esses mesmos autores relataram ainda que a quantidade prevista
de H, emitido pelos animais foi menor do que a quantidade esperada de H; direcionada para
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formagéo de CH, (quatro moles de Hyo/mol de CH,), sugerindo que quantidades significativas
de hidrogénio foram direcionadas para produtos finais diferentes de CH,4 e H,. Utilizacdo de
vias termodinamicamente mais favoraveis foram observadas no presente estudo, sendo a
redugdo de nitrato a amodnia (AG = - 254 kJ/mol de H,) e acetogénese (AG = - 8,8 kd/mol de
H,)®. A curva de producdo total acumulativa de gas foi semelhante entre os tratamentos,
porém o aumento da producdo de gas por grama de MS degradada e elevacdo pontual na
degradabilidade da fibra demonstra que grupamentos especificos de microrganismos sdo
afetados negativamente e outros de forma positiva.

A atividade de degradacdo dos nutrientes ndo foi influenciada pela adi¢do de nitrato
encapsulado no substrato da época de aguas, sendo verificada pela auséncia de efeitos
significativos nas DIVMS e DIVFDN. O aumento na propor¢do molar de acetato (14,36 para
20,33 mM/L) e butirato (3,85 para 5,56 mM/L) indica que vias alternativas foram utilizadas,
reforcando a ideia de que o aumento na producdo de com a inclusdo do nitrato encapsulado
ocorreu pelo aumento na producdo de hidrogénio. Apesar da metanogénese possuir reacdo
termodinamicamente mais favoravel que a acetogénese®, essa Gltima precisa de concentracéo
de H, mais elevada (acima de 1 mM) no meio para reduzir CO, a acetato em comparacdo com
a reducdo de CO, a CH,4 que ocorre quando ha baixa na concentracdo de hidrogénio no

ambiente ruminal®’

. Esse efeito € satisfatdrio do ponto de vista de reducdo de acimulo de H,
no meio e aumento de energia disponivel para o ruminante. O aumento da producdo de gas
por grama de MS degradada com inclusdo de NE observada em todas as épocas avaliadas
pode indicar que, além da elevacdo de producdo de gas em si em decorréncia da adicdo de
nitrato, pode ocorrer atividade fermentativa de produtos intermediarios de forma que a
proporcdo molar de acetato no periodo de transicdo seca-aguas e aguas foi aumentada,

enquanto que no periodo seco diminuida.
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5 CONCLUSAO

O uso de 20 g/kg de MS nitrato encapsulado (13,4 g/kg de NO3') apresentou diferentes
efeitos quando incluido nos substratos de forragem com concentrado (relacdo volumoso
concentrado de 60:40) na época de seca, transicdo Seca-aguas e aguas. Na epoca seca, a
eficiéncia de reducdo da producdo de metano foi de 193,8% com base na estequiometria. Na
época de transicdo seca-aguas, ndo houve efeitos significativos na reducdo da producéo de
metano total, mas para cada 100 mL de gas produzido o metano foi diminuido. Aumento na
proporcdo molar de acetato na época de transicdo seca-aguas, assim como ocorreu na época
de aguas, demonstra que o uso de nitrato encapsulado para animais nessas épocas apresenta

um potencial de aumento de energia disponivel por quilograma de alimento consumido.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Diante do cenério atual na qual o mundo se encontra com relacdo a acordos firmados
quanto a reducdo do aquecimento global para 1,5°C, o que configuraria a reducdo de
aproximadamente 45% das emissdes de dioxido de carbono (CO,). O Brasil merece destaque
pelo alto indice de producdo de carne bovina a pasto, representando alta capacidade de
remocdo de CO, da atmosfera, se tornando um grande aliado no combate ao aquecimento
global.

Discussdes envolvendo uso de estratégias alimentares e aditivos, bem como de efeitos
do uso de nitrato encapsulado como mitigador de metano em bovinos de corte a pasto torna-se
um assunto de extrema relevancia. Pois reduzindo a pegada de carbono via animal, amplia-se
a margem de remocdo de carbono atmosférico pelas pastagens e areas de preservacao
permanente (Lei n° 12.651/2012).

Os dados de desempenho explicam parcialmente os efeitos do uso do nitrato
encapsulado em bovinos de corte a pasto suplementados em diferentes épocas. Por isso
buscou-se a realizacdo dos ensaios in vitro a fim de avaliar par@metros metabdlicos que
pudessem nortear os resultados observados nos animais de ensaio de desempenho.

H& a possibilidade de que a taxa de liberacdo de hidrogénio (H,) oriundo da
fermentacdo mais lenta na época de seca tenha favorecido o efeito do nitrato encapsulado por
meio da lei da termodinadmica, pois verificou-se reducdo de producdo de metano. Por outro
lado, no periodo de transicdo seca-aguas e aguas entende-se que a liberacdo de H; tornou-se
mais intensa devido ao menor tempo de rompimento da parede priméria da forragem pelos
microrganismos devido a baixa lignificacdo, acarretando em utilizacdo de vias metabolicas
alternativas para a acetogénese. Resultados verificados em ensaios in vitro pode nortear as
futuras avaliagcdes sobre o aumento da eficiéncia alimentar dos animais observado nessas duas
épocas no experimento de desempenho sem ocorrer reducao na producdo de metano.

Visando a reducdo na producdo de metano, o uso do nitrato encapsulado deve ser
melhor avaliado na época de transi¢do seca-aguas, por exemplo fornecendo condi¢des em que
a suplementacdo permitisse reducdo na taxa de fermentagcdo, seja por meio de maior
granulometria ou outras fontes alimentares, como forma de compensar o aumento da
digestibilidade da forragem nessa época e permitir maior sincronismo para a reducdo do
nitrato a amonia, e assim reducdo da producao de metano.



